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PRESENTACION

Las langostas, por su alta densidad poblacional, comportamiento gregario v vo-
racidad, son plagas importantes para la agricultura y la ganaderia. Aunque se
presume que este género de acridido, identificado como Rhammatocerus
schistocercoides, se detecic en Colombia en 1955, fue en 1994 cuando se presen-
t6 una explosion poblacional de gran magnitud. A este insecto, que segin la
literatura cientifica existente, es un saltamontes, se le denomind langosta debido
a que posee todas las caracteristicas mencionadas anteriormente.

En la region de Matto Grosso, en Brasil, periddicamente ocurren explosiones
poblacionales de esta langosta, causando grandes pérdidas economicas, tanto en
la agricultura como en la ganaderia. En Colombia, durante la invasidn presenta-
da, se le encontri afectando, en forma severa, las praderas nativas de la altillanura
colombiana y se desplazo al piedemonte lanero produciendo dafios en estos dos
sectores de la produccion.

Teniendo en cuenta que esia langosta no era conocida en Colombia v dada la
necesidad de proponer una estrategia de control, Corpoica, con el apayo finan-
ciero del ICA y PRONATTA, abordd una investigacion que contempld tanto estu-
dios de biologia y comportamiento de la plaga v de sus enemigos naturales, como
su control bioldgico, lo cual implicd el desarvollo de un bioplaguicida seguro,
eficaz v confiable.

Estos estudios exigieron la conformacion de un grupo interdisciplinario que de
manera unificada, trabajo durante cinco afios para producir los resuliados que
resume este documento.

De otra parte, seria necesario establecer estimulos fiscales para quienes promiue-
van o realicen un control sostenible de la plaga. En las escuelas, colegios y uni-
versidades ubicadas en zonas de influencia del insecto, se deberia incorporar, de
manera permanente, en el curriculum académico, una capacitacion sobre su re-
conocimiento y control; aunque en un momento dado no represente problema, no
quiere decir gue en otra época, si lo sea, de acuerdo con sut incremento poblacional.
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. HISTORIA EN COLOMBIA'

L1 INVASIONES DE LANGOSTAS

En Colombia se han reportado especies de fangosta desde hace muchos arios. El primer
registro ocurrio en Pasto, en 1619; los pobladores le rezaban al santo Fray Luis Beltrdn
para que evitara las invasiones de esta plaga (Molina 1995).

En nuestro pais se identificd la region de Cumbitira, cerca al rio Patia, en el departamen-
to del Cauca, como punto de origen de una especie de langosta. También en la Laguna
del Castigo. localizada en las vecindades del nacimiento del rio Magdalena y del Cauca,
se decia que salian de alli langostas cada 6, 8 & 10 afios y emigraban, unas veces, al sur
y otras, al norte sobre Popayan y segufan el curso del rio Cauca. De 1814 a 1815 se
extendieron por todo el Valle del Cauca hasta la parroquia de San Andrés en fa provincia
de Antioquia. Precisamente en el suroccidente de Antioquia existen testimonios orales
qQue relatan invasiones en (906 y 1909, que venfan del departamento de Bolivar; en
[916 la langosta invadid varias regiones del pais; de 1918 a 1920 las langostas afec-

taron a varios pueblos del occidente, suroccidente y bajo Cauca de Antioquia (Molina
1995).

La llegada de la langosta causaba grandes traumatismos, siendo el principal la falta de
alimento:

- T ¥ estaba do s ocne anos e con il hermane paia b saza
LG INETOS PEBENCs Csticiens an amibide v pas valvimos pars
SN Y 1 SICOMTEIOS Lont 1 et que v veande Esiabanos

Ol CINATGY QRTINS coatnl) se s dogy v In liva de esos
EEACS v orinos dsesiadns parn le casa. M i estaba arrod s

e ¢l prlie sesences AL of i Tode ostadir peliclo, Dled wcal s
QuCd fos varcuones Plusios porie [ angoasi so labi comido
Lasta Lz 2orteza, £ Bindls e G weie QLo s minas oo maie <o

Geddhibrer 20 sncll con vlse. Fasaines nocka Bamhie”
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nlcimante gel smunicpic de Sotuhe (Moking 19952
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Debido a las invasiones de la fangosta, los habitantes recurrian 2 la poca vegetacion que
esta dejaba para subsistir, ya que se devoraba el maiz tierno, la yuca, el platano, el frijol,
la cafia de aziicar, el algodén, la pifia, la papaya, los naranjos y otros productos basicos
de la agricultura.

T ‘;{?f!(/!:’?ﬂf:‘,%‘-‘ coger hopas de L raseadons pard 1evuin e oo
los yuvos de b calahacens v baces sopas, Parg dacie stislancia, pos
Focehg arvancar fs poedas parg Quitarles iy Phageas de aiero g oedliar-
s af cald pars que o 3igan gusla. A veces, oS feaniimos (o
Vo ids S SR oy an Bue o cadene v nos o dubanos
pon s, pase darke susianck g fas sopas”

oo sorf of famrbrg guc an Gormano micn s g 20 gse onlon
Cos Lensy chas 2Ieses, SC comid fa ptink el suely O ana colisa ) sino

8 POINUC I i B V0 3 besripo, se it conne Ledd

Teslimonio do fullan Beliva,
rlormante del sanidpoe o Betulic (Mo 19955

Estos testimonios hablan del estado de pobreza que predominaba luego de la invasion
de la langosta. Hacia 1919 otra invasién cubrid los Santanderes, el oriente de Boyaca y
los sectores de la Costa Atlantica (Cepeda [998). Se cree que esta langosta ingresd por
Venezuela por las regiones secas de Clicuta, la Guajira y los Llanos Orientales.

Parece que la plaga que invadio esta zona era Tropidacris collaris (Orthoptera:Romaleidac),
insecto de coloracién verdosa y de tamaiio mayor al de R, schistocercoides, se alimen-
taba de yuca, hojas de palmas y de arboles obligando a la gente a alimentarse de cogo-
llos de iraca (Cepeda 1998). Este dafio contrastd con los habitos alimenticios de la
langosta llanera los cuales son exclusivamente graminivoros.

En 1890 una especie de langosta fue vista sobre Villavicencio; entre 1916y 1917 en
San Martin y en marzo de 1955 en Puerto Carrefio y San Pedro de Arimema, siguiendo
los mérgenes del rio Meta {Corpoica 1996). Aparentemente, estas invasiones fueron
realizadas por la langosta llanera y mostraron semejanzas con las registradas en fas
Sabanas de Apure, en Venezuela, entre 1958 y 1961, en donde segin la descripcion
morfolégica del insecto, suministradas por Guagliumi {1958), se trataba de &.
schistocercoides.




1.2, LEYENDAS SOBRE EL ORIGEN DE LA LANGOSTA

Existen muchas versiones de colonos, de duefios de fincas y de indigenas sobre el origen
de la langosta llanera en la region. Muchos de los testimonios vienen de la tradicién oral
de los padres y abuelos que habitaron el llano. Entre éstos, cabe destacar la siguiente:

e vivide muehos aias on s sabaias de Apure ea Winesick
Vet of Viehadh, ey ting f;_ ek g e Que @rgesli GDFCCC LI
40 aAns. £Skas aparicincs colncioen con deocds de gran escaser; asi
fos dfoses fas imandan desde of coptie de la erra para armonlizuss 135
nalis dpocas e e o bay yuea Fstas aparecen 2 1 entiada de s
aRuss o abin, raecr o aroncdes v ose audlan uni “cansili
Van creciendo hasta ggosic). Clnde SO muy poQuenis na se ven
fos manchones o fa sabang. solimenis se fos siente gofbedr pics
y s of CUzar i miiche. s lngosias aos porsten aeuani
hadlunte y 135 comienies sacocnscas o credis, pera fos olincos
PO R QU 0 CONPCRTIeSs Lingosia T

Testimome Je b sefors Forinda.

Corunidad Indizens San Luis Vichada) (Cepeda 15981

Existen otras versiones demasiado fantésticas y especulativas; tal es el caso de una donde
se asegura que la plaga fue introducida por los estadounidenses con el proposito de
combatir los cultivos ilicitos de la hoja de coca (Cepeda 1998), la cual es falsa si se tiene
en cuenta que la langosta no consume esta clase vegetacion ya que es graminivora.
Otros testimonios manifiestan que los huevos de la plaga vinieron del Brasil mezclados
con las semillas de pastos como Brachiaria spp., aspecto que es imposible ya que las
posturas son realizadas en el suelo y no en los pastos.

La dnica verdad es que R. schfstocercoides pertencce a la entomofauna tipica de las
sabanas con caracteristicas climaticas, geoldgicas y botdnicas similares. Por tal razon, la
langosta llanera estd presente también en las sabanas de Apure en Venezuela y en el
Mato Grosso del Brasil-

1.3. PROBLEMA ACTUAL DE LA LANGOSTA LLANERA

Durante los aios de 1994 y 1995 se registrd en los Llanos Orientales de Colombia una
situacién alarmante de incremento de un tipo de langosta que fue identificada como R.
schistocercoides. Este insecto invadio principaimente El Meta, El Vichada, El Casanare y




Arauca, llegando hasta el Piedemonte de estos departamentos, causé dafos considera-
bles a los pastos nativos, en las praderas de pastos mejorados dedicados a la ganaderia
y en algunos cultivos de importancia econémica, especialmente el arroz.

Aunque, en fa actualidad, R. schistocercoides se encuentra replegada principalmente en
las sabanas disectadas localizadas entre el rio Meta y el rio Vichada, y en algunos secto-
res de la serrania del departamento de EI Meta y no ocasiona dafios econdmicos, es
importante ejercer una vigilancia permanente sobre su comportamicnto, ya que estas
areas son las mas apropiadas, desde el punto de vista ecolégico, para su establecimiento
y se convierten en los puntos de agregacién y de posible explosion poblacional futura de
la langosta llanera.

Enjambre de adultos de A. schistocercoides
en la Altillanura Colombiana




Biologia de
Rhammatocerus schistocercoides
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Controladores naturales




Biotipo D: Estos individuos son de color rojo, presentan el mismo cambio cromatico a
verde en su madurez sexual, y corresponden al 3% de la poblacion. Su presencia, en
enjambres de R, schistocercoides no se habfa reportado antes (Ebratt ez a/ 1998).

@

Estado adulto de R schistocercoides
T =

2. Boelacldn de sexos

R. schistocercoides presenta un claro dimorfismo sexual, en el cual la hembra posee
mayor tamafio que el macho y su terminacion abdominal es diferente. El macho presenta
un complejo falico, en forma de concha, muy caracteristico de los acrididos y la hembra
tiene el dltimo segmento abdominal dividido. A partir de la evaluacion de 2065 indivi-
duos adultos gregarios, se encontré una relacién macho : hembra de 0.81 : 1.19
(Gutiérrez y Barreto 1999).

2 .3 xclo hisldgica
La duracion del ciclo bioldgico de la langosta llanera en condiciones naturales de Puerto
Gaitan- Meta, es aproximadamente de [2 meses, de los cuales comprende un mes para

el estado de huevo o incubacién, cinco meses para Jos nueve estadios ninfales y un
estado adulto volador de seis meses de duracion (Gutiérrez y Barreto 1999). (Tabla 1).




2. ESTUDIOS BIOLOGICOS!

2.i. BIOLOGIA DE LA LANGOSTA LLANERA

ey

2.1.1. Morfologla e identificacion

La langosta llanera presenta, en general, una coloracion corporal marron claro o parda,
que, paulatinamente, se torna verde claro cuando alcanza la madurez sexual. La cara
inferior e interna de los [émures posteriores es azul oscuro con presencia de tres man-
chas negras y la cara superior es de color amarillo naranja. Las tibias posteriores presen-
tan una coloracién naranja con el tercio apical azul oscuro. Las espinas de las tibias
posteriores poseen, en su dpice, una base azul clara y negra.

La longitud del cuerpo de las langostas es de 5.3 cm para las hembras y de 4,6 cm para
los machos, en promedio (Gutiérrez y Barreto 1999).

Aunque la descripcion de R. schistocercoides en los reportes hechos en el Brasil (Launois-
Luong v Lecoq 1996) obedece a la mencionada anleriormente y llamada Biotipo A, en
los Llanos Orientales de Colombia se han observado otros tres fenotipos denominados
como Biotipo B, Biotipo C y Biotipo D.

Biotipo A: Los individuos presentan una coloracién marron claro o parda y comprenden
el 74.9% de la poblacion. Este tipo también fue reportado por Launois-Luong y Lecoq
(1996) en Brasil.

Biotipo B: Las langostas de este fenotipo poscen manchas de color negro en los bordes
laterales anteriores del pronoto y en la regién posocular e infraocular. Su coloracion
marfil. en el drea frontal de la cabeza, cambia a verde en la época de maduracion sexual.
Estos individuos corresponden al 8.6% de la poblacion.

Biotipo C: Poscen una coloracién verde esmeralda durante todo el desarrollo ninfal y
adulto; no presentan la coloracion azul de la cara interna del fémur posterior. En algunos
casos, presenta coloracion azul pero de un tono mas claro. Este fenotipo corresponde al
8.6% de la poblacion.

" Everth [ Ebrall, 1 A Carlos Espinel, B5c: Juan Carlos Guliérrez, 1A Nancy Barreto M Sc: Alba Marina Cotes, Ph D
Guillermo Ledn LA




Tabla 1. Ciclo biologico de Rhammatocerus schistocercoides en condiciones naturales.

Duracidn

_  (Dias)*

b ivh
-

LR

R L

N1 a N9: Estadios ninfales: Al: Adultos inmaduros: AM: Adullos maduros sexualmenle;
AP: Adultos en periodo de postura.

* Datos promedios.
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Ciclo biologico de la langosta llanera




Al final de la estacién seca (marzo - abril) se inicia la oviposicién de las langostas, para lo
cual las hembras hacen perforaciones en suelo, preferiblemente arenoso, a una profun-
didad promedio de 3 cm en donde depositan las ootecas. El promedio de huevos por
posturas es de 29 por hembra y presentan una viabilidad del 93% (Gutiérrez y Barreto
1999).

En la época de oviposicién, los enjambres empiezan a ser poco maviles y sélo presentan
vuelos en forma circular y sin abandonar las dreas definidas para ello, en las horas mas
calientes del dia. Las hembras se agrupan e inician la oviposicién en las horas de la
manana; se observa un gran nimero de orificios por drea, en donde se encuentran las
ootecas, las cuales son protegidas en la parte superior por un tapén espumoso y cubier-
tas con arena por medio de las patas posteriores del insecto (Gutiérrez y Barreto [999).

Alos 25 6 30 dias de puestos los huevos, ocurre la emergencia del primer instar con las
primeras lluvias de abril. Las mudas de los diferentes instares ninfales se llevan a cabo de
manera sincronizada durante toda la estacion lluviosa. El instar ninfal se determina por el
nimero de estrias oculares presentes y el nimero de segmentos de los antendmeros. El
primer instar ninfal de R. schistocercoides no presenta estrias oculares, el segundo pre-
senta una ¥ asi, progresivamente, hasta el noveno instar Que presenta ocho estrias ocu-
lares (Tabla 2).

Tahlz 2. Criterios de identificacion de estadios ninfales de Rhammalocerus
schistocercoides.

Estadio
Ninfal

La emergencia de los adultos se observa en el mes de septiembre, cuando comicnza a
disminuir la estacién lluviosa. El estado adulto presenta dos etapas: la diapausa imaginal,
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Séptimo estadio ninfal de la langosta llanera

perfodo en el cual el insecto presenta sus organos sexuales inmaduros y la etapa de
madurez sexual, definida por su coloracién y diseccion abdominal. La elapa de madurez
sexual estd conformada por los periodos de copula, oviposicién y posoviposicion. La
copula ocurre en los meses de lfebrero y marzo.

El estado adulto de R. schistocercoides presenta una duracion de 189 dias, en prome-
dio, diapausa imaginal 154, madurez sexual 50, cépula 35, oviposicion 10 y
posoviposicién y senectud 25 dias. Durante este estado el insecto desarrolla cambios de
coloracién en la parte frontal y lateral de la cabeza, la parte lateral posterior del protorax
y en las tegminas anteriores (alas). La decoloracién se da, en forma progresiva, desde
pardo hasta verde claro (Gutiérrez y Barreto 1999).

En general, los eslados de desarrollo de este insecto muestran una sincronizacion estre-

cha con el régimen de precipitacion unimodal presente en el drea. En la época lluviosa
{abril-septiembre) se presentan los estadios ninfales, mientras que en la época seca
{octubre a marzo) la plaga se encuentra en estado adulto, el cual se ve afectado por la
presencia de quemas estacionales que ocurren de manera natural o inducida por el
hombre en la sabana (Figura I).

A AGROPECUARIA
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Figura 1. Estacionalidad y ciclo biologico de K. schistocercoides.
20 Pollrneifismo de fases

Uvarov en 1924, estudid el polimorfismo de fases presente en acrididos, y expuso su
teoria general de fases. En esta, establece que existen insectos con |a capacidad de pasar
de una fase solitaria a una gregaria (viviendo en grupos) o viceversa, sin importar el
estado de desarrollo en que se encuentre; y que segtn [a fase en la cual esté el insecto
presenta cambios morfométricos, de color y de comportamiento. Aquellos acrididos que
se encuentren en estado gregario se consideran como langostas verdaderas.

Se realizd un estudio morfométrico tendiente a determinar si esta especie poseia
polimorfismo de fases y, se podia denominar como una langosta verdadera, teniendo en
cuenta la presencia de tres de los cuatro fenotipos de R. schistocercoides caracterizados
como individuos rojos de comportamiento gregario, individuos marrones de comporta-
miento gregario e individuos verdes de comportamiento solitario.

En la zona de Carimagua - Meta, durante la cuarta generacion posterior a la invasion de

R. schistocercoides {mayo de 1988), se observaron estadios ninfales sedentarios de
coloracidn verde con una densidad de 0.33 individuos/m?, y una relacién macho:hembra
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1:15. Estos individuos presentaron una modificacion cromética respecto a los individuos
comunes, tales como coloracion naranja en las tibias posteriores y azul claro en el tercio
apical. La cara interna del fémur posterior no presenté la coloracién azul caracteristica
de la especie.

Barrientos ( (992} expresa que existen las modificaciones cromaticas y morfoldgicas en
las especies polimorficas de Centroamérica desde su estado solitario hasta el gregario;
con una coloracién verde para las solitarias, amarillo claro para las transitorias y rosado
con manchas negras para las gregarias.

Para comprobar esta caracteristica de langostas, los individuos de R schistocercoides
con modificaciones cromaticas, considerados como solitarios. se confinaron aisladamen-
te en jaulas con el fin de obtener adultos de este fenotipo. Una vez emergidos los
adultos se les midid la longitud del élitro, la longitud del fémur posterior y la del pronoto,
con el fin de obtener indices morfométricos para ser comparados con las mediciones de
un grupo de langostas rofas y marrones con comportamiento gregario.

En general, se observaron diferencias morfoldgicas claras entre los individuos solitarios y
gregarios evaluados. El indice élitro/fémur (E/F) fue menor en las hembras solitarias que
en las gregarias, indicando que el fémur de las hembras solitarias es de mayor longitud
con respecto a su élitro, en comparacion con el de las hembras gregarias respecto de su
propio élitro. Este aspecto estd de acuerdo con el hecho de que el individuo gregario
tiene el fémur mucho mds corto y el élitro mucho mas largo que el de los individuos
solitarios; lo cual se puede deber al comportamiento tipico de la langosta, caracterizado
por vuelos prolongados y de gran longitud, en contraste, con el comportamiento de los
saltamontes que presentan una conducta sedentaria.

Estado solitario

Transicién

Estado gregario

Efccio de grupo en ninfas de la langosta flanera




En los individuos rojes gregarios el indice fémur/ cabeza (F/C) fue menor que el presen-
tado por los individuos marrones gregarios y por los verdes solitarios. Este hecho, indi-
caria que existen diferencias morfoldgicas reales entre los individuos rojos y el resto de la
poblacidn con coloracién marrén y verde. En general, se distinguié un extremo polimérfico
gregario representado por los individuos rojos, de acuerdo con el indice F/C y un extre-
mo polimérfico solitario representado por los individuos verdes, de acuerdo con el indice
E/E También a parlir de estos hallazgos se pudo plantear la existencia de un extremo
intermedio representado por los individuos de color marrén (Figura 2).

En forma paralela, se determind que en R schistocercoides existe el efecto de grupo:
llamado asi por Chauvin (1967), el cual se caracteriza por la reaccion fisioldgica y de
comportamiento que se observa en los animales cuando estin en proximidad de sus
congéneres, Este efecto se nota a partir de dos individuos agrupados en un espacio muy
restringido y culmina evidenciado por un fenémeno de fases. descubierto en las langos-
tas por Uvarov en 1924,
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Figura 2. Comparacion entre los indices élitro/fémur (E/F) y fémur/cabeza (F/C) de
hembras de K. schistocercoides.

Al confinar individuos de R schisfocercoides, con caracteristicas solitarias, en diferentes
jaulas teniendo en cuenta que Quedaran jaulas con uno, tres, cuatro y 10 individuos, a
medida que los cambios de instares ocurrian, la coloracién verde de los individuos soli-
tarios cambid hasta llegar a la coloracion naranja tipica en las ninfas gregarias. Mientras
aquellas que permanecieron aisladas individualmente, continuaron con la coloracién ver-
de a través de los cambios de instar.

Dicho cambio cromdtico comenzd a partir de la region inferior del dorso del cuerpo
hasta abarcar toda su drea. La cara interna de los fémures posteriores presentd un
cambio de color verde esmeralda al azul oscuro caracteristico. Aparte de las diferencias
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en la morfometria y en los indices E/F y F/C, se hicieron evidentes los cambios cromaticos
y un cfecto de grupo en R. schisiocercoides. Todas estos factores se consideran como
criterios para definir la presencia de un polimorfismo de fases en esle insecto.

La existencia de un polimorfismo de fases en R schistocercoides, indica Que este insecto
se puede catalogar como una verdadera langosta, en cuanto a las caracteristicas de
comportamienio, explosidn poblacional periddica y dafios propios de este fendmeno.

2R Qulesoencks

La suspension temporal del desarrollo embrionario debido a las condiciones ambientales
desfavorables se conoce como quiescencia o dormancia y se presenta en diferentes
especies de langostas como Schistocerca gregaria y Anacridium aegyptum.  Algunos
estudios relacionados con estas especies han demostrado que el factor més importante
en el desarrollo del estado de huevo es la cantidad exacta de agua que entra en contacto
con ¢l embrion.

La langosta llanera estd dentro de los acrididos que poseen quiescencia. Para compro-
barlo se realizé un ensayo en el cual las ootecas no emergidas (dos meses después de la
emergencia natural de ninfas) fueron humedecidas con un mililitro de agua y se compa-
raron con ootecas no humedecidas. Al cabo de 30 dias hubo emergencia en el 100% de
las ootecas humedecidas mientras que en la muestra testigo no presentd emergencia
alguna. El mismo proceso se repitié a los 120 dias resultando de nuevo emergencia en
el 100% de las ootecas lratadas con agua. Cabe resaltar que el estado de desarrollo
natural de la plaga , en ese momento, se encontraba en sexto o séptimo instar ninfal.

Estos resultados indicarian que af exislir uiescencia en las posturas de la langosta [lanera,
los huevos podrian permanecer latentes en el suelo cuando las condiciones de humedad
son deficientes y durante periodos largos de tiempo, lo cual podria indicar una respues-
ta adaptativa a las condiciones climdticas adversas de’ extrema seauia y por ende de
escasez respeclo de la calidad y cantidad de alimento.

2.2. HABITAT Y PREFERENCIAS ALIMENTICIAS

El 4rea alectada por la plaga desde 1994, comprende entre las isohelias 2600 en el
extremo norte, nororiental del Vichada y Arauca, hasta la isohelia 1400 al occidente, en
el piedemonte llanero, en Villavicencio, y la isohelia 2000 en la sierra de la Macarena al
suroccidente en su curva altitudinal de los 300 metros. Los niveles de precipitacion
registrados fueron de 1905 mm anuales en en sitio donde desemboca el rio Tomo en el
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rio Orinoco (extremo oriental de El Vichada), de 4096 mm anuales en el piedemonte y
de 2500 mm anuales en la sierra de la Macarena, respectivamente.

En 1996, se observd que el insecto habia desaparecido del piedemonte, de la altillanura
vy de la Sierra de la Macarena, aunque mantuvo sus poblaciones en el departamento de
El Vichada a lo largo de los rios Meta, Tomo y Vichada,

Las condiciones mencionadas pueden demarcar un drea en el extremo oriente y nororiente
de El Vichada, con factores abidticos que podrian ser optimos para la ocurrencia de
explosiones poblacionales de R. schistocercoides, tales como una temperatura promedio
de 30° C., una radiacién solar alta, precipitaciones en ¢l orden de 1 700 mm, una hume-
dad relativa baja y suefos dei orden entisol, desde el departamento de El Vichada hasta
el estado de Apure en Venezuela. Esto Glimo, corroborado por  Guagliumi {195 8), el
cual determind dreas de explosion poblacional de la langosta al sur de San Fernando de
Apure y en Puerto Ayacucho, al oriente de El Vichada. También se podrian encontrar
factores bidticos Gptimos como la presencia de una mayor diversidad de especies vege-
tales en comparacién con la altilfanura plana (Serna-lzasa ef a/ 1996) dentro de las
cuales se encuentran las preferidas por el insecto.

La altillanura del departamento de El Meta y de Fl Vichada estd determinada como drea
de invasion (Lecoq y Assis-Pujol 19928) pues no reune las condiciones ecoldgicas apro-
piadas para la etapa de oviposicion de [as langostas. Presenta condiciones adversas
como lextura del suelo arcilloso {orden oxisoles), humedad relativa alta y un régimen de
precipitacion alto (2.000 mm); esta Gltima esta correlacionada con un brillo solar menor,
el cual es un reauisito en la etapa de insolacién fisicldgica de los instares ninfales (Uvarov
1966). Las condiciones adversas se incrementan a medida que se aproximan al piedemonte
llanera. convirtiéndolos en habitat marginal. Este acontecimiento se conoce como
estenoicidad regional (Krebs 19835).

En las sabanas estacionales como los Llanos Orientales de Colombia, el régimen anual de
lluvias comprende una estacin seca hasta de seis meses consecutivos. En esta época,
la mayoria de gramineas presentan un alto grado de lignificacidn, se genera estrés hidrico,
alta produccion de biomasa y pérdida en el contenido de proteina. En el afio se presen-
tan quemas periddicas que han incidido sobre la evolucién de las sabanas. Estas, funcio-
nan como un elemento de presion selectiva, pues ejerce un control del remanente her-
béceo lignificado y provee a la sabana de material vegetal de rebrote que tiene contenido
proteinico por encima del 8%, ademds, generan cenizas que se constituyen en suple-
mento mineral para los animales que alli habitan (Rippstein 1994).




El insecto frecuenta, segin su fisionomia, las sabanas herbdceas (campos limpios), las
sabanas arbustivas (campo sujo), arbdreas (campo cerrado) y boscosas (cerrado), a ex-
cepcion de los bosaues de galerfa. Segin las condiciones edaficas, los primeros instares
ninfales eclosionan y se localizan durante la estacién seca en las sabanas inundables o
“bajos”, en donde encuentran praderas nativas tales como Mesosetum spp., Andropagon
spp. y Axonopus spp.. también en sabanas menos inundables en donde se encuentran
especies tales como Trachypogon spp., Leptocoryphium lanatumy Paspalum spp. (esteros
y bajos) y en las sabanas herbaceas que incluyen, principalmente, especies como
Trachypogon vestitus y Trachypogon plumosus.

El estrato herbdceo de la sabana arborea, esta constituido por Zachypogon spp., el cual
se convirtié en habitat de nomadismo entre el Il y IX instar ninfal. En las sabanas
inundables, se encuentran praderas nativas tales como Mesosctum spp., Andropogon
spp- y Axonopus spp.. habitat de reproduccién y oviposicion de R. schistocercoides
durante el periodo seco. Las sabanas menos inundables de las especies Frachypogon
spp.. Leptocoryphium spp. y Paspalun spp. (esteros y bajos) y las sabanas herbdceas en
donde se encuentran especies tales como T vestitus y T plumosus, se convierlen en
habitat de nomadismo tanto de ninfas como de adultos que no alcanzan la madurez
sexual.

R, schistocercoides muestra un mayor porcentaje de consumo sobre Mesosetum pitieri
(100%), Axonopus purpussi (90%), Paspalum pectinatum (80%), Paspalum palvifiorum
{80%), Trachypogon vestitus (80%), Lectocoriphium lanatum (70%), Schyzachyrium
hirtiflorum (70%) y Andropogum leucusiachyus (60%) entre otros. Las especies mas
alacadas por el insecto mantuvieron niveles altos en proteina durante la mayor parte de
su periodo vegetativo.

Dafio ocasionado en el pasto Paspalum pectinatum por ka langosta Hanera.
Paslo atacado por la plaga {izouierda); paslo no atacado (derecha).
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2.3, COMPORTAMIENTO

Rhammatocerus schistocercoides, en sus diferentes estados de desarrollo, presenta un
comportamiento estrechamente sincronizado con la fenologia caracteristica de los
ecosistemas de sabana estacional, en lo que respecta a la disponibilidad de agua, de
alimento y a sus varias interacciones.

203 Felade adale
En el estado adulto del insecto. se realizé un  seguimiento periddico a los enjambres,
qQue permitié observar el comportamiento némada sobre la sabana nativa madura lignificada
en fa altillanura plana y de transicién. Este comportamiento se observd en sabanas que
tenian mds de seis meses posquema (sabana vieja en época de precipitaciones).

Después, los individuos adultos migran hacia dreas recién quemadas de la altillanura
disectada, sobre las cuales se posan y consumen el rebrote de vegetales, sin ningdn tipo
de selectividad sobre las especies de poaceas, debido, posiblemente, a los niveles altos
de fosforo y proteina presentes en la sabana nativa, en las dos semanas de rebrote
posauema (Rippstein 1994; Alvarez y Lascano 1987). La langosta muestra un consumo
selectivo del alimento a medida que se lignifica y madura la sabana nativa y hace evidente
la competencia alimenticia absoluta que ejerce R schistocercoides sobre el ganado va-
cuno y caballar, en detrimento de la produccion ganadera de esta region.

En estos sitios, en donde la dispenibilidad nutricional es excelente y abundante, las
langostas se hacen sedentarias, maduran sexualmente, copulan y ovipositan cuando
la textura superficial del suelo y la fuente alimenticia son Optimas. Las observacio-
nes se realizaron mediante el seguimiento cada dos dias en las dreas donde se
encontraban los enjambres marcados con banderines. Estas permitieron establecer
la siguiente clasificacion de los adultos que fue hecha de acuerdo con el tipo de
comportamiento presentado:

- Adulto joven némada. En esta etapa el 100% de la poblacion insectil presenta en el
area frontal de 1a cabeza una coloracion marfil. Los individuos recorren grandes
distancias diariamente (500 a 1.000 metros), medidas con cinta métrica, tomando
como punto inicial el banderin puesto 48 horas antes. Este desplazamiento parte
desde la altillanura plana, ubicada en suelos arcillo-limosos y sabana nativa vieja
lignificada, y se dirige hacia dreas con sabanas nativas posquemas y textura de suclo
arenosa.




- Adulto joven sedentarlo. En estos individuos el drea frontal de la cabeza es de
color verde en un 15% de la poblacién, mientras el resto de ella es de color marfil.
Los enjambres se sitdan sobre sabana nativa posquema y suelo arenoso, realizando
recorridos diarios, en forma circular (SO a 200 metros), desplazandose de un érea a
otra de acuerdo con la etapa de rebrote posquema de la sabana. En estas areas las
langostas maduran sexualmente. En esta ctapa los insectos presentan un fuerte cani-
balismo expresado por las mutilaciones que se producian entre los individuos a nivel
de €litros {tegminas), que le impide el vuelo a los insectos alectados y la hace presa
facil de los depredadores.

- Adulto maduro sexualmente. Se caracterizan poreue el 100% de los individuos de
la poblacién presentan una coloracion verde esmeralda en el drea frontal de la cabe-
za. Estos se vuelven sedentarios en dreas con rebrote posquema, c0pulan durante
los meses de enero y febrero, en plena época seca. La ocurrencia de quemas
sincronizadas cada seis meses, podria ser un factor abidtico que afecta la calidad
alimenticia de las diferentes especies de sabana nativa. Lo mds probable es que ésto,
influiria en la selectividad que presenta R. schistocercoides frente a las especies tier-
nas de rebrote. Las oviposiciones se presentan en masa sobre suelo arenoso en dreas
arboreas y arbustivas en donde se encuentran el chaparro {Curatella americana) y la
Cyperaceae “pelo de india" (Bulbostylis paradoxa), especies vegelales bioindicadoras
de suelos arenosos.

En todas las etapas anteriores, del estado adulto, se determina que la actividad de vuelo
en R schistocercoides se inicia con el calentamiento gradual de la superficie del suelo
(70°C en horas soleadas), observandose que los enjambres se dispersan en las horas de
la tarde (disminucion de la densidad poblacional), se concentran con el atardecer (au-
mento de la densidad poblacional) y permanecen agrupados hasta el anochecer.

252 instares pinfalos

En los instares ninfales 1, 11 y [ll. los individuos se desarrollan en sitios cercanos a su
eclosion (dreas de eclosion y emergencia masiva), caracterizados por estar muy préximos
a los cursos de los rios que configuran la geomorfologia de las planicies y de las terrazas
aluviales, con textura arenosa. Estos instares forman manchas o bandos pequefios muy
densos que ocupan dreas de 5 a 10 m®.

A partir del IV y hasta el VIII instar ninfal se presenta peregrinacion némada, en la cual
los individuos ocupan un drea de hasta 2.500 m’, crientandose hacia dreas mas altas del
lugar de oviposicion y dejando a su paso poaceas quemadas (secas), que empobrecen,
aun mds, la calidad alimenticia de la sabana nativa
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La direccidn de la peregrinacién némada por parte de las langostas esté influenciada por
la luz del sol, la presencia de sabana nativa tierna de rebrote con dreas descubiertas, la
presencia de parches con especies vegetales preferidas por el insecto y la atraccion que
sobre os grupos pequenos ejercen otros grupos de mayores dimensiones. La densidad
poblacional de cada bando de insectos muestra una relacion inversamente proporcional
al tamafio y al peso de los individuos que lo conforman; es decir, a medida que los
individuos aumentan su tamafo corporal, disminuye su densidad por metro cuadrado.

2 %5 Perdidas econdmlcas

De acuerdo con los reportes sobre la gran variedad de especies vegetales que consume
R. schistocercoides, se adelantd un estudio para cuantificar el consumo diario por parte
del estado adulto en cultivos de importancia econdmica (Gutiérrez y fiménez 1997).

El estudio se realizé en casa de malla, en el C.I. La Libertad de Corpoica {temperatura
26°C; humedad relativa 70%). De acuerdo con una evaluacion preliminar se encontré
que la cafia de azlcar tuvo mayor aceptabilidad por parte del insecto plaga. por tal
motivo se utilizaron hojas de este cultivo para estudiar y cuantificar el consumo.  Se
realizaron observaciones diarias cuantificando el consumo por sexos mediante un medi-
dor de drea foliar.

Consumo diaric pos parte de fas hembras de & schisiocercoides

De acuerdo con los datos, de consumo diario, obtenidos se desarrollé la siguiente ecua-
cién, que representa el modelo de regresién para pronosticar el consumo diario acumu-
lado en hembras de la langosta llanera:

Y= 0.1203 + 0.5851 X

donde Y es el consumo diario en gramos, alcanzado por un insecto hembra; X es el
nimero de dias de consumo. Asi, una hembra podria consumir en un dia 0.7054 g.
(27.39 cm?) de 4rea foliar fresca. El mismo insecto podria consumir 11.82 g. (459.02
cm’?) al cabo de 20 dias

Por otra parte, €l 80% de las hembras consumen diariamente entre 8.64 cm®y 30.072
cm? de drea foliar de cana de aziicar.




Conzume digno par parie de los mechos de £ sohfséocercoites.

De acuerdo con los resultados obtenidos para el prondstico de consumo diario acumu-
lado en los machos de R schistocercoides, se realizd la siguiente ecuacion:

Y= -0.032 + 04182 X

Aplicando [a ecuacion de regresion se calculd que un individuo macho podria consumir
0.3862 g. (14.69 cm’) de drea foliar fresca; v en 20 dias, consumiria 8.23g. (316.85
cm?). St se tienen en cuenta las frecuencias de consumo diario, el 75.7% de los indivi-
duos machos evaluados consumen entre 2.98 cm’ y 19.75 ¢m® de drea foliar de cana
de azlcar.

Consumo en grupo ¢ lndi

Aparentemente, no existen diferencias entre el consumo diario del alimento cuando las
langostas se encuentran agrupadas o solitarias. No obstante, las hembras consumen
niveles mayores respecto a los machos, tante cuando estdn en grupo como cuando se
encuentran selos (Tabla 3). Los datos anteriores muestran la voracidad del estado adulto
de R schistocercoides. Ataques de altas densidades poblacionales de esta especie en
etapas tempranas o de establecimiento de cultivos preferenciales. podrian generar cuan-
tiosas pérdidas econdmicas con facilidad.

Tabjz 3. Comparacion del consumo diario de hojas de cafia de azicar entre machos y
hembras de R. schistocercoides, cuando se encuentran en grupo e individual.

Cuaniificacion de pérdidas en produccicn causadas por el ataque del estadio ninfal
de & schistovescoides, en odliivos de aron v mals

El trabajo se desarrolld en casa de malla en donde se utilizé un medidor de drea foliar
para determinar el consumo diario. La descripcion del tipo de dafio causado por el




estadio ninfal se hizo en plantas de maiz y arroz (Orjuela 1997). Los resultados mues-
tran que las hembras consumen un mayor porcentaje de follaje que los machos, repre-
sentado por un 24% de consumo sobre el maiz y un 21% sobre el arroz, existiendo
mayor predileccion por el consumo de maiz pero con diferente tipo de dafio.

El consumo diario de maiz en las hembras es de 0.25g. en promedio, equivalente a
24.53 cm’ de drea foliar. Si se considera que una planta de maiz de [5 dias despucs de
emergencia (dde) tiene 157 cm? de drea foliar, en promedio, ésta seria consumida por
seis u ocho langostas. En el caso del arroz una plantula de 12 dde, tiene un promedio de
[7.6 cm?, por lo tanto, puede ser consumida en un solo dia por un insecto hembra de
R. schistocercoides.

El daiio observado, en el cultivo de maiz, es de tipo defoliador, ya que causa lesiones de
forma irregular en cualuicr parte de la ldmina foliar, sin embargo, la intensidad del dafio
es mayor en la parte inferior de la planta {hojas 4, 5 y 6) con un rango de dafio entre 41%
y 80%; mientras que en la parte superior la intensidad del dafio oscila entre el 1% y el
40%. Fl insecto presenta mayor preferencia por la parte apical de la hoja de maiz.

2.4, CONTROLADORES NATURALES DE R schiictocercoides,

Los Llanos Orientales de Colombia ofrecen una gran diversidad de habitat y nichos
ecoldgicos, los cuales estdn sometidos a factores de presion selectiva y, por lo tanto,
canstituyen un escenario activo de diversificacion bioldgica (Serna - Isaza et af 1991;
Rippstein 1994). De esta forma, las poblaciones de la langosta, durante su desarrollo, se
enfrentan a diferentes enemigos naturales de acuerdo con el agroecosistema donde se
desarrolien.

2 400 Pescripaén generd)

R schistocercoides posee una serie de controladores naturales presentes en la altillanura
colombiana durante todos sus estados de desarrolio y aunque no se ha medido la efec-
tividad controladora, éstos, se han visto ejerciendo algdn tipo de control sobre poblacio-
nes de ninfas o adultos de la langosta (Cuadro 1). En el capitulo de dindmica poblacional,
Gutiérrez y Barreto {1999} hacen una descripcion mas detallada sobre el comporta-
miento de las aves como controladores naturales de la langosta llanera.




Cuadie 1. Controladores naturales de R schistocercoides observados en la region.
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(*) Cepeda (1998).
{**) Guliérrez y Barrelo ([999).
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Moy, cormclaonms palurales de £ seliistocescuiles,

Ectatomma ruidum: (Hymenoptera: Apocrita: Formicidae: Ponerinae: Ectatommini) es
una hormiga depredadora de diferentes drdenes de insectos, dentro de los cuales so-
bresale el Lepidoptera, Homoptera, Coleoptera y Orthoptera (Lachaud [990}. Esta
distribuida por varias dreas geograficas de Colombia, incluido los Llanos Orientales y es
depredadora de los estados ninfales iniciales de R, schistocercoides.

Debido a que £. ruidum se constituye como un controlador natural de la langosta llanera,

y teniende en cuenta que habia un desconocimienta general sobre su biologia y eficien-
cia controladora, se realizaron observaciones del comportamiento de £. rvidum en cam-
po (Ebratt ef 2/ 1998). El estudio se llevd a cabo en las dreas aledaiias al C.I. Carimagua
ubicado en la altillanura plana del departamento de El Meta, a una altura de [ 50 metros,
a finales del mes de abril, es decir, al comienzo de la época lluviosa

Con cl fin de evaluar la actividad diaria y la frecuencia de captura de la langosta llanera
por parte de £ ruidum se utilizd la metodologia sugerida por Lachaud (1920} con
algunas modificaciones hechas por Ebratt ef a/(1998). En ésta, se tomaron al azar dos
nidos A y B pertenecientes a £. rufdum, separados entre ellos por una distancia de 100
melros aproximadamente. Se tuvo en cuenta Que el nido A se localizara dentro de un
bando de langostas y que fuera un punto de paso de estos bandos; mientras que €l nido
B se localizé en un lugar con ausencia de langostas.

Para cada uno de estos nidos (A y B) se registraron los viajes hechos por las hormigas,
distinguiendo el ndmero de entradas y salidas al hormiguero, v las entradas de hormigas
con langostas capturadas. A su vez, se regjstro, a diario, la temperatura ambiente y Ia
humedad relativa. Con el fin de determinar el drea de accion de las forrajeras, se marca-
ron algunos individuos para realizar el seguimiento de su viaje.

Todos los datos anteriores se registraron en perfodos de observacion de [0 minutas
durante doce horas diarias. Las observaciones fueron realizadas por cuatro dias conse-
cutivos. Luego, se determind la rélacion existente entre la actividad diaria de los dos
nidos observados.

Dentro de los principales resultados se destacé que el periodo de actividad diaria
de £. juidum se dividid en dos picos. el primero presentado en horas de la mafiana
y el segundo en las horas de la tarde. La actividad de £. ruidum no estuvo determi-
nada por la presencia de las presas sino por factores tales como la temperatura
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ambiental. Esta actividad se presentd cuando la temperatura ambiente estuvo entre
los 252 C y los 36° C.

E. ruidum es un depredador oportunista, es decir, requiere que la presa esté cercana de
su nido para realizar la captura. La frecuencia de captura de langostas por parte de £
ruidum fue de 7 ninfasthora para el nido A (con presencia de langostas) y de 0.5 ninfas/
hora para el nido B (con ausencia de langostas). El drea de accion de las hormigas
forrajeras marcadas fue hasta de cinco metros de radio.

Si se tiene en cuenta la frecuencia anterior de la captura de la langosta llanera por parte
de £. ruidum, se podria decir que ésta, tiene una capacidad de controlar el 9.2% de la
poblacién en 102 dias, que es aproximadamente el tiempo de duracion del primer al
sexto instar ninfal. Este porcentaje de control se podria calificar como bajo. Sin embargo,
hay que tener en cuenta que £. ruidum es sélo una de las muchas especies animales que
ejercen un control sobre la langosta.

Dentro de otros aspectos bioldgicos en condiciones de la altillanura £. rwidum constru-
ye nidos, principalmente, en las bases de las plantas de sabana nativa como Andropogum
Spp-. Paspalum spp y Axonopus purpussi. Los nidos pueden presentar tres cimaras, la
primera se presenta a 10 cm de profundidad, la segunda a 40 cm y la dltima hasta 130
cm; en todas las cdmaras se almacena el alimento y los estadios inmaduros del insecto.
Cada hormiguero puede tener entre 50 y 200 hormigas.

En los hormigueros se diferencian tres tipos de individuos: las obreras de tamafio media-
no (7 mm de longitud), la reina que es grande y robusta y los machos son pequefios y de
aspecto vespoide con antenas filiformes. En el drea del centro de investigacion Carimagua
se encontré una densidad de 2500 nidos por hectdrea, distribuidos en forma agregada.

Prionyx thomae (Hymenoptera:Sphecidae) es una avispa parasitoide de instares ninfales
finales (VI 2 1X) y adultos de R. schistocercoides. Esta avispa vive de forma solitaria y
construye fosas en el suelo en donde introduce y parasita a una langosta adhiriéndole
una larva en su coxa posterior. Esta avispa se encuentra distribuida en los suelos areno-
sos de los departamentos de El Meta y de Fl Vichada; en estas dreas ocurre la agrega-
cién y explosion poblacional de la langosta llanera.

Mediante observaciones en campo y en condiciones de casa de malla se realizd un
estudio, de este insecto con el fin de determinar el comportamiento de captura y
parasitacién de la langosta llanera y ¢l ciclo de vida de la avispa (Espinel et al Cotes
1999).
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Para realizar estas observaciones se capturaron avispas hembras en campo y se
confinaron en jaulas de madera con piso de arena. En cada una de éstas se introdu-
jeron, diariamente, cinco langostas adultas y se realizaron observaciones llevando
un registro del comportamiento de la avispa. A su vez, se extrajeron de las jaulas
langostas recién parasitadas con el fin de hacer el seguimiento del ciclo de vida de
la avispa en laboratorio.

En las observaciones realizadas se pudo encontrar un patrén de comportamiento sin
modificaciones dividido en cuatro pasos:

[. Bisqueda de la presa: En el cual la avispa hembra busca a la langosta recarriendo
el terreno en forma aleatoria moviendo las antenas.

Z. Ataque ¥ capiura En esie paso la avispa percibe una langosta, recorre el sitio ro-
dedndola hasta que encuentra el momento preciso para atacarla mediante un salto corto
y répido. La avispa alerra a la langosta por la base de los élitros por medio de sus
mandibulas. Mientras que con el abdomen busca un sitio para clavarle el aguijon a la
avispa en las coxas o en el espacio entre el pronoto y la cabeza. El veneno paralizante
dura cinco segundos en ejercer su accion. La langosta permanece paralizada durante
todo el estado de desarrollo de la avispa, por lo cual 2 thomae se clasifica como parasitoide
idiobionte.

2. Alimentacion. Pthomae se posa sobre la langosta e introduce su aparato bucal en la
membrana que existe entre el pronoto y la cabeza de la langosta, para succionar la
hemolinfa del insecto. Este comportamiento indicaria que la avispa necesita de la protei-
na para poder producir huevos durante su estado adulto.

Posteriormente, la avispa se posa sobre la langosta. con las mandibulas la aferra de la
base de las antenas y con las patas delanteras se aferra en las partes laterales del pronoto.
La avispa se impulsa con las patas medias y traseras. Si la langosta es muy pesada, 2
thomae se ayuda aleteando lo suficiente para levantarla un poco e impulsarse con las
patas.

4. Canstruccion del orificio 6 fosa y parasitacidn: La avispa deja a la langosta a un
metro de distancia del sitio donde va a construir la fosa. Una vez encuentra el siiio
indicado, ablanda la arena con las mandibulas y la barre con sus patas delanteras pasan-
dola por debajo de su cuerpo. La avispa abre una fosa de dos centimetros de didmetro
y de cuatro a cinco de profundidad, construida diagonal al suelo. Mientras realiza la
excavacion, no deja que ningin insecto se acerque, incluyendo a los de su misma especie.




Posteriormente, la avispa transporta a la langosta al borde de la fosa, se introduce y
aferrdndola por las antenas la lleva al interior. Alli, la avispa adhiere una larva a la langos-
ta en la region metatoraxica, en el margen superior de la coxa izquierda o derecha de los
fémures posteriores. La duracion de este proceso es de 20 a 30 segundos, en promedio.

Una vez parasitada la langosta, la avispa sale y cubre la fosa con la misma arena dejando-
la completamente oculta al barrer la superficie v al colocar pequeiias piedras y pajas. La
larva se desarrolla en el interior alimentindose de la langosta viva pero paralizada. El
estado larval de la avispa dura seis dias, en los cuales la langosta es consumida, por
completo, quedando solo su exoesqueleto. Al séptimo dia se forma la pupa, que tiene
una duracién de cuarenta dias; al cabo de este tiempo, sale el nuevo adulio. En condi-
ciones de cautiverio, el adulto duré de 25 a 30 dias {en condiciones naturales puede
durar mucho mas). La frecuencia de captura en cautiverio fue de tres langostas diarias
por avispa.

P thomae tiene un claro dimorfismo sexual, en el cual la hembra mide de 3 a 3.5
centimetros de longitud, en promedio, y el primer segmento de las antenas es de forma
cilindrica, mientras que el macho mide de 2 a 2.5 centimetros y el primer segmento de
las antenas es aplanado.
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3. DINAMICA POBLACIONAL'

Con el objeto de conocer el comportamiento de las poblaciones de R schistocercoides
en su habitat natural y los factores, bidlicos y abidticos, del agroecosistema, que inciden
sobre el insecto, se hizo el seguimiento a dos generaciones de la langosta en estado
ninfal y adulto durante los periodos comprendidos entre octubre de 1996 y septiembre
de 1998.

Vale la pena destacar que estos estudios sobre la dindmica poblacional de la langosta
llanera son pioneros, en su género, en el pais, los cuales permitieron conocer la informa-
cion basica sobre las poblaciones de R. schisiocercoides, y se deben lener en cuenta
para la formulacion y aplicacién de cualquier prictica de manejo sostenible.

3F Muesira Poniaciona!

Para establecer un criterio confiable sobre el nimero de muestras de individuos que se
van a tomar, se realizé un ensayo de campo para estabiecer las técnicas de monitoreo
En diferentes bandos de la poblacion del insecto se recolectaron muestras con 10, 20,
30, 40y 50 insectos con cuatro repeticiones. En cada muestra se evalud la proporcion
de sexos y el instar ninfal de los'individuos. Los analisis estadisticos permitieron concluir
que se recomienda un tamafio de 30 a 50 insectos por muestra.

Niveles Poblaciondles

En el Cuadro 2. se resume el comportamiento de la plaga en los dltimos tres aiios y se
describe el cambio que han tenido Jas poblaciones de la langosta en Puerto Lopez y
Puerto Gaitdn (Meta), Villanueva (Casanare) y el corregimiento de El Viento (Vichada).
Para 1996, se registraron altas densidades poblacionales en dreas de invasion, en 1997
fueron bajas y se presentaron en dreas dptimas para su desarrollo; en 1998 de nuevo
hubo incremento pobiacional tanto en dreas dptimas como de invasion debida a que los
adultos tienen alta dispersion y con facilidad entran en contacto con diferentes
agroecosistemas colonizando nuevas dreas dptimas para su desarrollo. De esta forma, el
estudio de la dindmica poblacional de K. schistocercoides se centralizo en estas dreas,
con el fin de dar prioridad a los factores que inciden sobre la poblacion de la plaga.

" Juan Carlos Guliérrez R LA Nancy Barrelo Triana M Sc; Edgar Martinez Granja. Ph D Corpolca C | Tibatlald
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Para 1999, segln Jiménez, las poblaciones del insecto se redujeron en un 90% respecto
al las del afio anterior y se presentaron algunos focos en la cuenca del rio Tomo entre los
sitios Nazareth y la reserva Indigena Miralindo. En su concepto, esta disminucion obe-
dece a la presencia de diferentes controladores naturales como aves, insectos, lagartos y
cerdos, unido a la campana de erradicacién de focos liderada desde hace varios afos por
el ICA, la cual se realiza entre abril y junio mediante quemas o aplicacion localizada de
insecticidas aprobados por la FAO, para el manejo de acrididos.

Cuadro 2. Comportamiento de fas poblaciones de R. schistocercoides en los Llanos
Orientales de Colombia

* E| periodo de cada generacion fue registrado por la duracion del estado volador del
insecto que va aproximadamente de septiembre a marzo.

3.2, DESPLAZAMIENTOS

b

L Mmoo epidemioitgieo

Se detectaron |os bandos de langostas y se localizaron medianle geoposicion satelital
con el proposito de definir su desplazamiento y las dreas de preferencia alimenticia. Se
escagieran 10 bandos separados por una distancia de 500 a 1000 metros, los cuales se
marcaron con banderines. Las evaluaciones fueron tomadas, diariamente, al comienzo
de cada instar ninfal y luego cada tres dias, para no perder el bando.

Mediante esta caracterizacién se procedié a la comparacion de los cambios en los nive-
les poblacionales de las dltimas generaciones de R. schistocercoides a través del ticmpo
(Tabla 4). Para ésto, se definieron dos rutas cuyas coordenadas geogréficas se registran
en las Tablas 5 y 6, respectivamente.

Respecto al desplazamiento, se encontrd que el avance para el segundo afo (97 - 98)
fue mayor que el primero (96 - 97), ya que el drea ocupada (Ruta 2 -El Viento) por la
segunda generacion, estaba conformada por sabana abierta y pocos drenajes naturales
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{franjas de bosque de galeria), que actiian como barreras naturales en los desplazamien-
tos de los enjambres.

Delimitacion de areas de focos y medicion del recorrido de bandos de ninfas de la langosta llanera.

Tabla 4. Comportamiento poblacional de enjambres de R. schistocercoides, en la
Altillanura Colombiana.
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* Los bandos registrados son aquellos cuya densidad poblacional oscil6 entre 20 y 26
individuos/m?.
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fable 5. Geoposicion de bandos de R. schistocercoides en la ruta 1: Carimagua-Reserva
[ndigena Caribey.
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Table 6. Geoposicion de bandos de R. schistocercoides en la Ruta 2: Carimagua-Gavio-
tas

N° Bando Geopaslcidn ncia® (K Bearing
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3.2.2. Yactores hidtcos y abidticos oue inciden sobre la poblacion

El estudio de los recorridos ninfales reviste gran importancia, debido a que, durante esta
fase fenoldgica de desarrollo del insecto, se implementan las medidas de control de
forma eficiente para el manejo de las poblaciones acridianas. Mediante la evaluacion de
unos parametros determinados, se midio la incidencia de los factores bidticos y abidticos
sobre la fluctuacion de la poblacion. Estos pardmetros fueron:

¢ Distancia y direccién del recorrido

e Direccion y velocidad del viento frente al recorrido de los bandos de los insectos
e Altura sobre el nivel del mar

e Precipitacién

Area del bando

Instar o estadio ninfal del insecto

Hospederos
Enemigos naturales (principalmente aves)

La relacion entre el drea del bando y la presencia de enemigos naturales

El estudio de la dindmica poblacional debe tener en cuenta el estado de desarrollo de la plaga.




Distancia y direccion del recorrido

Los desplazamientos de los bandos ninfales, en la zona de estudio, se describen en los
anexos A y B. El desplazamiento se realizé de manera caprichosa. En ambos bandos, la
direccion del recorrido fue hacia el nororiente y noroccidente. Se observé como ciertos
factores del ecosistema incidieron en el recorrido: bosaues de galerfa, dreas de Quemas
recientes y dreas de bajos inundables en el invierno. Ademés, un bando afecté un lote de
pasto Brachiaria humidicola, pero su paso fue rapido € ingresd nuevamente a zonas de
sabana lignificada. En diferentes bandos, se encontré un desplazamiento hacia areas de
mayor humedad.

eacitn con |z direcddon del viento

En las observaciones registradas no se encontré correlacién existente entre la direccion
del viento y el desplazamiento de los estadios ninfales: ya que los movimienios se reali-
zaron en contacto con la superficie del suelo (caminando) y sus recorridos son en forma
caprichosa. La méxima actividad de las ninfas de R schistocercoides se registro en las
horas mis calientes del dia, posiblemente porque éstas buscan especies vegetales para
consumao o para sombrio.

En las zonas de explosion, el viento conduce el fuerte olor que se deriva de los excre-
mentos y de las secreciones salivales cuando el insecto causa dafio directo a las plantas:
es factible que, de esta forma, se pueda diseminar alguna feromona de gregarizacion,
permitiendo la concentracion de bandos en estas zonas (Florez 1997).

Altura sobre el nivel de mar

Para evaluar la relacion entre la altura sobre el nivel del mar y el desarrollo ninfal del
insecto, en el bando, se realizaron pruebas estadisticas que demostraron diferencias
significativas entre el tercer y €l noveno instar del insecto.

La oviposicién fue realizada por las hembras en dreas bajas de las sabanas; cuando
emergieron las ninfas, buscaron las zonas altas para guardarse de las posibles inundacio-
nes. Sin embargo, en zonas onduladas se observé una relacion inversa entre la altura del
terreno y el desarrollo ninfal de Ia langosta, Esto indica que instares avanzados (7°.8% y
9°) de la langosta, afectaron las zonas mds bajas de la sabana.

Es posible que estas zonas, por tener un drenaje répido debido a la textura del suelo y a
la topografia, sean dificilmente inundables durante los meses de mayor rigor invernal y
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las poblaciones de langostas sélo necesiten la altura de las plantas para prolegerse du-
rante las lluvias. Estos resultados muestran una posible competencia por el forraje de
mayor calidad entre las poblaciones de R. schisiocercoides y la ganaderia de la zona, ya
que esta actividad se implementa, por lo general, en dreas de bajos.

Precipitacion

Se compararon los desplazamientos de los bandos ninfales con los valores de la precipi-
tacién de la zona de infestacion, para conocer su influencia. En general, los bandos
mostraron una relacién inversa con los niveles de precipitacion, es decir, los mdximos
desplazamientos del insecto ocurrieron cuando los dias no presentaron niveles allos de
precipitacion y la retencién de humedad del suelo fue baja. Los desplazamientos mini-
mos se realizaron cuando los picos de precipitacion fueron elevados. Las mayores preci-
pitaciones de la region se observaron durante los meses de junio y julio, cuando los
bandos de ninfas estaban en séptima u octavo instar, teniendo estos, alta capacidad de
desplazamiento.

3.2.3. Capacidad de desplazamiento

El desplazamiento de los bandos, durante su fase ninfal . fue de 111 metros diarios, en
promedio, con desplazamientos maximos de 740 metros y minimos de 6 (instar 2 y 3).
El total del desplazamiento de los bandos en la elapa ninfal fue de cinco a sicte kiléme-
tros (Florez 1997).

Se encontrd que el recorrido de los bandos estd correlacionado, en forma positiva, con
el drea de los mismos; es decir, Que a mayor drea de los bandos es mayor el recorrido. Se
realizé un mapa epidemiolégico de 124 bandos en el drea de evaluacion. El promedio
de drea de ocupacién fue de 1258 m*; el mayor bando fue de [1.754 m’; 24 bandos
estuvieron por encima de '/ de hectarea y sélo siete, ocuparon mas de media hectdrea.

Comportamiento de los bandas

Durante su desplazamiento, los bandos ninfales presentan un frente de marcha y partes
rezagadas {Figura 3) formando una herradura. Se desarrollé un ensayo con el fin de
evaluar si el frente y la parte posterior del bando estaban compuestos de diferentes
estadios de desarrollo ninfal de la langosta. Los andlisis estadisticos de los resultados
mostraron diferencias significativas entre las dos porciones de los bandos. Estos rezagos,
por lo general, se debian a los insectos que cambiaban de instar. Las colas o rezagos de
los bandos estaban compuestos por individuos que fueron atacados. con facilidad, por
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depredadores. en especial por aves de pequefio porte. Se diferenciaron agentes
dispersantes de la agregacion de los bandos de K. schistocercoides, siendo las aves las
mds importantes.

Los bandos mostraron un habito gregario marcado; ésto se hizo evidente mediante la
union o migracion de bandos alternos a los de mayor densidad poblacional; es asi como
algunos de los bandos estudiados aumentaron su érea hasta en un 75% en un solo dia;
este proceso conllevd a aue la poblacién no fuera homogénea, presentando proporcio-
nes diferentes en sus instares ninfales. Hubo una constante en que los bandos que
ocuparon mayor drea o densidad poblacional fueron los que recibieron el mayor nimero
de migraciones.

B
A: FRENTE B: REZAGO

Figura 3. Esquema comin del desplazamiento de bandos de K. schistocercoides.
3.24 Laemigos nalurales

Con ¢l seguimiento a los bandos ninfales, durante los dos afios, se acumularon, aproxi-
madamente, 90 salidas de campo, donde se anotaron las diferentes observaciones sobre
la frecuencia de encuentro y [a época de aparicion de los diferentes enemigos naturales,
actuando como reguladores de las poblaciones del insecto.

Las evaluaciones se realizaron en dos agroecosistemas diferentes en el drea de trabajo,

ubicados sobre el margen izquierdo del Rio Muco. El Ambiente I, conformado por los
hatos Maquenque y La Alegria ubicados en el C.I Carimagua y el Ambiente 2 conforma-
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do por las fincas Cunaviche, Agualinda, El Retiro y Los Gavilanes. Para su seleccion se
tuvieron en cuenta los siguientes criterios:

e Ambientes que presentaran antecedentes de explosiones poblacionales del insecto
® Manejo del sistema productivo y alteracion del ecosistema  (quemas recurrentes)

® Vegelacidn y topografia

La topograffa del Ambiente |, presenté pendientes mayores del 5% en algunas dreas y
fue zona de transicion entre la altillanura y la serrania colombiana; para el Ambiente 2, 1a
zona presentd pendiente menor del S % y fue muy homogénea.

El manejo en el Ambiente 1, correspondid a la explotacion netamente pecuaria, donde
se practicaron Quemas estacionales y desmedidas sobre sabanas nativas, entre marzo y
sepliembre. Para el Ambiente 2, se presentd explotacion agropecuaria ya que allernaron
dreas sembradas en caucho y marafién, con praderas introducidas y sabanas nativas. Sin
embargo, ¢l drea presentd vastas zonas de bosque de galerfas y no se hicieron quemas.

La vegetacién para el desarrollo de los instares ninfales en ambos ambientes fue la de
sabana nativa. En el Ambiente I, sobre cobertura vegetal escasa en los instares ninfales
iniciales e intermedios; el Ambiente 2, se caracteriz6 por su alta cobertura vegetal entre
30 y 45 centimetros de altura. en promedio.

Durante el desarrollo ninfal de R. schistocercoides se presentaron varios enemigos
naturales, por lo cual se dividieron en dos grupos: artrépodos y aves: de los que se
registrd su actividad, frecuencia y aparicion en los dos ambientes evaluados.

El papel de los artrépodos, en el control eficiente de poblaciones de la langosta ltanera,
es cuestionado por diferentes autores y es importante cuando las altas infestaciones
recobren su equilibrio natural. Los registros de las observaciones del presente estudio,
se presentan en el Cuadro 3; los cuales muestran que la mayoria de benéficos que
actdan como reguladores son depredadores no especificos. Sélo Prionyx thomae y otra
avispa, posiblemente, de la familia Sphecidae, son parasitoides de ninfas y adultos, sin
embargo, se observaron en ecosistemas con escasa cobertura vegetal y sobre suclos de
textura arenosa.




Cuzdre 3 Principales arlrépodos  que actdan sobre poblaciones de R. schistocercoides

en Carimagua, cntre 1997 v 1998 (Florez 1997).
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De acuerdo con los datos obtenidos en campo, las aves merecen mayor descripcion ya
que la fluctuacion poblacional de algunos bandos en estadio ninfal, presentd reduccio-
nes importantes. En la Figura 4, se muestra la disminucion del drea de ocupacién de dos
bandos, por consumo constante de carracos (Polvborus plancus). Se observo que en el
dia 69. el bando de ninfas 5b posefa un area de 1487 m*, disminuyendo a 201 m‘en
solo siete dias; después, hacia el dia 85 este desapareci6, probablemente debido a la
accion de los carracos. El bando de ninfas 4 presento la misma tendencia que el anterior;
con un drea inicial de 2853,39 m? se reduce a 879,14m’; alli se contabilizaron 25
Carracos.

Lo anterior ratifica que el ataque a las langostas, por los carracos y otras aves, se inten-
sifica al aumentar el estado biolagico de la plaga, siendo los instares ninfales 6°, 7° y 8°,
los mas susceptibles. De igual manera, se presentan incrementos leves en el rea del
foco, debido al efecto de dispersion de la poblacidn, producto de la presencia y de la
severidad del ataque de dichas aves.
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Figura 4. Influencia de # plancus {carracos) sobre la poblacion de R. schistocercoides
en Carimagua 1997.

Como primer resultado de las evaluaciones se determind que existen diferencias marca-
das en los dos ecosistemas. El Ambiente 2, presentd mayor diversidad de especies
actuando sobre los bandos, posiblemente uno de los factores con mayor incidencia fue
la cobertura vegetal y la cercania a las franjas de bosques.

Cepeda {1998), reportd 22 especies de aves con alta tendencia al gregarismo y consu-
midoras de langosta para fa aitillanura colombiana. En el seguimiento de los bandos en
los dos ambientes, sélo se detectaron cuatro especies: Tijeretos ( Zirannus savana), per-




dices (Colinus cristaturs), jiriglielos (Crotophaga anj y carracos (Polyborus plancus); no
se presentaron especies como  garza patiamarilla, tautacos y garza morena reportadas
como altas biorreguladoras de poblaciones del insecto.

Los carracos (P plancus) fueron las especies de mayor importancia por su capacidad de
consumo, por lograr la dispersion de los bandos, por su tamafio y por el alto niimero de
individuos que se congregan en dichos bandos. Estos, actian mejor en dreas de poca
cobertura vegetal y baja altura de |2 sabana nativa (zonas de quema y praderas introdu-
cidas}. Especies como chirlovirlos (Sturnellz magna}, caicas (Vallenus chilensis cayennesis)
y alcaravanes, mostraron una permanencia constante desde el momento de su aparicion
dentro de los bandos, pero no presentd agregacion fuerte; sélo se reportd como parejas.
Buhos (Speotyto cunicularia), arrendajos (Psarocolius decumanus) y mirlas (Mimus gilvus
melanopterus), fueron especies muy ocasionales dentro de los bandos, ya que son espe-
cies muy territoriales.

Los instares de la plaga, con mayor incidencia de aves depredadoras son los intermedios
(5°.6° y 7°). y avanzados (7° y 8°), debido al incremento del tamafio ninfal y a la fuerte
capacidad de agregacion en estos instares, lo cual permite la ficil ubicacidn por parte de
depredadores.

Otros bandos de langostas mostraron una baja incidencia de enemigos naturales sobre
su desarrollo ninfal, lo cual indicaria que una buena parte de bandos ninfales de &.
schistocercoides escapan al control natural en estos agroecosistemas. Aparte de las aves,
no se presentd una correlacion entre la presencia de enemigos naturales y el drea de los
bandos de la plaga. Se desarrolié un andlisis combinado de ocho bandos, mostrando que
el drea evaluada no presenta niveles altos de depredadores; durante el desarrollo ninfal,
se encontrd un  promedio de 1.5 aves por bando/dia.
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4. CONTROL BIOLOGICO!

4.1, ANTECEDENTES

En la década de los ochenta se gastaron mas de 250 millones de ddlares en insecticidas
quimicos para controlar las plagas de langosta en Asia y Alfrica. S6lo en 1988, durante la
dltima gran invasion, los costos ascendieron a 120 millones de dolares representados en
13 millones de litros de insecticidas asperjados en 10 millones de hectéreas de diez
paises del norte y del noroccidente africano sin obtener resultados satisfactorios (Pruject
1994).

El control quimico de la langosta ha representado costos elevados ademis de afectar, en
forma directa, el equilibrio del medio ambiente, pues los productos utilizados tienen un
impacto negativo sobre animales acuaticos, aves e insectos benéficos, ademas, provocan
en las plagas, resistencia a los plaguicidas y resurgencia de plagas secundarias {Lezama
1994).

Lo expuesto anteriormente y los peligros asociados con el almacenamiento de los com-
puestos tdxicos hacen pensar en alternativas de control que sean sostenibles tanto
desde el punto de vista ambiental como econémico tales como el control biolégico
mediante la utilizacidon de hongos entomopatdgenos (Prior 1995).

Varios estudios, en el nivel mundial, sobre el uso de hongos entomopatdgenos para el
control de la langosta han dado resultados satisfactorios, demostrando que algunas ce-
pas de Mectarhizium spp. v Beauveria spp.. presentan viabilidad para desarrollar una
formulacién que controle esta plaga, en forma efectiva. Es asi como el International
Institute of Biological Control (IIBC) de Inglaterra lidera en este momento los programas
para el control de la [angosta en Africa con base en la utilizacién del hongo Metarhizium
favoviridae Gams y Rozsypal ( Prior, 1993).

Experimentos realizados, en laboratorio, utilizando formulaciones del hongo Metarhizium
flavoviridae (Deuteromycetina: Hyphomycetes) contra Schistocerca gregaria, han de-
mostrado resultados promisorios para el control de esta plaga, utilizando 8900 conidios/
insecto como dosis letal media (Bateman [993).

' Martha I. Gémez, QF; Laura F Villamizar, Q.F M 5c: Everth E Ebrall, 1A,; Carlos Espinel, BSc: Ana Marfa Camen, LA ; Yaneth
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Parte del potencial biocontrolador de este hongo estd basado en el hecho de que se
han aislado a partir de acrididos mds de veinte cepas de M. favoviridac del occidente y
oriente de Africa, y todas han demostrado una alta virulencia en un rango de acrididos
incluyendo a S. gregaria (Prior 1995).

Los adultos de langosta inoculados con cinco microlitros de indculo de 1,6 x 104
conidios de Metarhizium favoviridae, murieron después de cinco dias. Es importante
resaltar que 24 horas después de la inoculacién, las langostas redujeron el consumo
diario de alimento, en forma considerable { Maore ef 2/ 1992).

En Malanville, norte de Benin, en la langosta Hicroghphus daganensis, con la aplicacion
de 2 x 10'? conidios por hectdrea, se mostré una mortalidad del 50% en siete dias y del
85% 21 dias después de la aplicacion. Ensayos sobre la langosta fétida en Benin
(1992) también mostraron un 90% de mortalidad al cabo de |4 dias, con una dosis de
10.000 conidios (Bateman et af 1993).

La velocidad de accion de los bioplaguicididas es inferior a las velocidades alcanzadas
con los insecticidas quimicos, que en algunos casos podrian causar una muerte casi
inmediata del insecto. Pero esta deficiencia se compensa con la pérdida de apetito y
reduccién de la capacidad de vuclo del insecto, disminuyendo el nivel de daiio que
podria causar la langosta durante los dias en que se desarrolla la infeccidn y se produce
la muerte (Seyoum ef a/ 1994).

Para la aplicacién de este hongo se han usado técnicas de aspersion con equipos con-
vencionales de ultra bajo volumen (ULV). Tal es el caso de pruebas de control de
Hieraglyphus daganensis en Benin (Africa), en los cuales al tratar la plaga concentrada en
pequefias parcelas, se encontré un 50 % de mortalidad a los siete dias de aplicacion
(Bateman e a/ 1993).

En Australia también se han realizado ensayos de control bioldgico de plagas de cultivos
y de praderas tales como Chortoicetes terminiferay Phaulacridium vittatum (Orthoptera:
Acrididae) mediante pruebas de laboratorio con la aplicacion de M. Aavoviridae y M.
anisoplige. Estas dos especies resultaron mas susceptibles a las cepas de M. favoviridae,
que produjeron un 100% de mortalidad en la plaga entre el dia quinto y séptimo, y
resuitando dosis letales medias de 417 conidios/insecto para C. terminiferay de 1.212
conidios/insecto para P vittatum (Milner y Prior 1994). En ensayos de campo se probd
la efectividad controladora de una cepa de M. Havoviridae contra f2 vittatum con una
formulacion en aceite que produjo un 77% de mortalidad de la plaga al octavo dia de
haber iniciado el experimento (Milner ef af 1994).
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En Brasil se han realizado ensayos en condiciones de campo controladas, con una cepa
de M. flavoviridae contra R. schistocercoides por medio de aspersiones con equipos de
ULV, teniendo resultados de un 54% de mortalidad a los 21 dias. aunque ain se estd
desarrollando investigacion para lograr una metodologia mds apropiada para realizar los
ensayos, y-una formulacién del hongo que contenga protectores de luz ultravioleta
(Magalhdes ef a/ 1996).

LI Convaboades do Vet hooon po.

Metarhizium pertenece a la familia Phialosporaceae (Clase Hypomycetes, subdivision
Deuteromycotina, Orden Moniliales). Este género se caracteriza por tener esporas alar-
gadas que forman cadenas originadas en fidlides. Presentan una pigmentacion verde e
incluye tres especies: M. anisopliae (Metschnikov) Sorokin, M. favoviridae (Gams y
Rozsypal) y M. afbum Petch (poco estudiado). M. anisopliae posee conidos de forma
ovoide, con diametros que van de 10 a |6 micrometros, con colores verde amarillento
u oliviceo. Estas presentan actividad de d-fucosidasa (Bridge ef a/ 1993) y posee enzimas
como la quimioelastasa proteasa, la esterasa y la N- acetilglucosaminidasa (St. Leger ¢t
al 1991).

El hongo comienza la infeccién en el insecto mediante la germinacion de los conidios, la
cual ocurre en condiciones de alta humedad relativa (90% o mayor). Al germinar, los
conidios desarrollan un pequefio tubo germinal, en cuyo extremo forman un gppressorium,
del cual parten unos filamentos miceliales los cuales.mediante presion [isica y degrada-
cion por enzimas, penetran la cuticula. La quimioelastasa proteasa (Prl), la esterasa y la
N-acetilglucosaminidasa (NAGasa), son enzimas que se han aislado de conidios de M.
anisopliac durante el proceso de infeccion. La primera estd involucrada en la penetracion
de la cuticula, la segunda enzima degrada ésteres presentes en la superficie cuticular y la
tercera, al ser una exoquitinasa, posec una actividad degradadora del componente de
quitina cuticular, a su vez que produce la induccién de endoquitinasas (St. Leger ef a/
1991).

El micelio del hongo prolifera en el interior del insecto valiéndose de la hemolinfa, apro-
vecha los nutrientes como la trehalosa, esto ocasiona una liberacion de las reservas de
lipidos por parte del insecto de los cuales el hongo también se alimenta (Seyoum ef a/
1994). El aprovechamiento de la trehalosa por parte del hongo, se hace mediante la
produccion exocelular y endocelular de una enzima llamada trehalasa que degrada este
azdcar principal {constituye mas del 90% total de los nutrientes del insecto), ocasionan-
do una caida en los niveles de azicar del insecto y por ende una interferencia en la
capacidad de vuelo, ya que la trehalosa es el combustible principal para el vuelo (Joshi et
al 1993).

m



El sitio normal para la produccion de toxinas es la hemolinfa, en la cual se conoce que
M. anisoplhiae libera la destruxina A y destruxina B (polipéptidos ciclicos) (Lysenko y
Kucera 1973) asi como las citocalacinas (Lopez y Rijo 1994).Estas toxinas producen una
reduccion del movimiento hasta llegar a una pardlisis en el insecto. Después, €l hongo se
multiplica dentro de [a hemolinfa y estos eventos conllevan respectivamente al envene-
namiento ¥ a la asfixia del insecto (Roberts y Yandol 1973).

Después de muerto ¢l hospedero. el hongo produce clamidosporas que pueden mante-
nerlo viable dentro del cadaver. Estas esporas luego germinan y emergen hifas que
esporulan en la superficie del insecto produciendo nuevos conidios infectivos (Ferrén
1978). La accién entomopatogénica del hongo se puede ver afectada por varias condi-
ciones ambientales y, mas adn, por el microclima que rodea a los conidios

La temperatura es el primer factor microclimdtica que puede impedir la germinacion y la
viabilidad de los conidios : para el crecimiento del hongo se encuentra entre 20°C y
30°C, siendo optima entre 24°C y 26°C (Roberts y Yandol 1973). Ei punto térmico de
muerte oscila entre 55°C y 60°C (Avila y Umana |988).

El segundo factor microclimatico que afecta la germinacion del hongo es la humedad, y
puede estar limitado a dos periodos en una epizootia. Primero, la mayoria de los hongos
necesitan de humedad alta para germinar (humedad relativa superior al 90%), aunque
M. anisopliae es capaz de sobrevivir a 45% de humedad relativa (Avila y Umaiia 1988).
Segundo, los nuevos conidos de los cadéveres también necesitan de humedad alta para
dispersarse y aumentar la epizoolia (Roberts y Yandol 1973).

Los conidios de la mayoria de hongos pierden su viabilidad debido al efecto causado por
los rayos solares; la luz ultravioleta es el tercer factor que puede afectar la actividad
biocontroladora de un microorganismo. Los conidos se afectan con longitudes de onda
inferiores a 320 nanémetros, que corresponden a las radiaciones UVB (280 a 320
nanometros) y parte de UVA (320 a 400 nanometros). Estas causan muerte o retardo
en fa germinacion debido a los cambios fisioldgicos celulares de los conidios. La radia-
cion UVC posee la energia mds daiina, pero su efecto se ve reducido debido a que la
atmdsfera absorbe la mayor parte de ésta (Moore et &/ 1993).

4.3, SELECCION DE CEPAS

El primer aspecto que se debe enfrentar en el momento de desarrollar un bioplaguicida
para el control de una plaga. es el de seleccionar una cepa 0 un grupo de ellas que
puedan brindar un mayor efecto entomopatogénico, en laboratorio o en campo, sobre
dicha plaga.




En esta investigacion se aislo. de diferentes insectos, un grupo de cepas de M. anisopliac
con el proposito de reabizar las pruebas preliminares en laboratorio para escoger aque-
llas que presentaran un mayor efecto biocontrolador sobre la langosta. Una vez selec-
cionadas las cepas, se evaluaron en campo (Zamora 1996; Espinel 1997, Ledn 1998)
(Cuadro 4).

Cuadre: 4. Cepas evaluadas de  Metarhizium anisopliac.

Cepa . Procedencid Alslada der o

-

Montaje de las jaulas para los biocnsavos de laboratorio.




Las cepas evaluadas permanecieron conservadas en ampolletas que contenian suelo
esteril, selladas herméticamente y mantenidas a 10°C. Antes de realizar las pruebas de
laboratorio, eslas cepas se activaron en las langostas aplicandoles una suspension de los
conidios y realizando un seguimiento de la mortalidad. Luego se realizé un aislamiento
cn el medio Saboureaud-Dextrosa-Agar (SDA) a partir de los individuos que presenta-
ron esporulacion después de muertos.

Una vez activadas [as cepas, se llevd a cabo el bioensayo en un cuarto de cria del faboratorio
de control biolégico adaptado especialmente a las condiciones ambientales requeridas por
las langostas. Se realizo una aplicacion de 20 ml de una suspension fingica de cada cepa
mediante una aspersion hecha por medio de atomizadores manuales a las langostas recluidas
en jaulas de madera. Se registrd la mortalidad diaria de las langostas y los insectos muertos se
incubaron en camaras humedas, con el proposito de verificar fa causa de la muerte observan-
do la esporulacién tipica de M. anisopliac (Figura 5)

Los andlisis estadisticos de los resultados permitieron determinar que a pesar de que
todas las cepas de M. anisopfiac alcanzaron a producir ¢l 100% de mortalidad en las
langostas, existié diferencia en ocho dias, la cepa Mt 004 la produjo en nueve dias, la
cepa venezolana Mt 006 solo alcanzé este valor de mortalidad en 12 dias y las cepas Mt
008 y Mt 001 alcanzaron este valor de mortalidad en dfa trece (Figura 6).
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Figuce 5. Bioensayo de laboratorio para la seleccion de cepas de M. anisophiae.
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Una vez realizado el bioensayo, para la seleccidn de las cepas, se llevaron a cabo las
pruebas de resistencia de estas ante la radiacion ultravioleta (U.V) y la temperatura. Las
cepas fueron expuestas a la radiacidn UV, por medio de una lampara germicida con una
longitud de onda de 253.7 nm, asi como a una temperatura de 45° C en oscuridad;
para ambos casos se tomd un tiempo de tres horas. Posteriormente se realizé una
evaluacion de la concentracion mediante el recuento en placa con el propdsito de medir
la viabilidad de las cepas.

Los resultados de estas pruebas nos permitieron escoger las cepas nativas Mt 001, Mt
004 y Mt 008 por tener una mayor resistencia al ser expuestas a la radiacion U.V. y a la
temperatura alta, Se rechazd la cepa Mt 003 debido a que presenté una disminucion
dréstica de la viabilidad (30.2%} al ser expuesta a la radiacion U.V.
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Figura 6. Actividad insecticida de las cepas de M. anisopliae sobre R. schistocercoides.
4.3 1 Bloorsayo pura lx determinacién de la dosts etal media (DL 30

Dada la actividad inseclicida promisoria y la reduccion baja de la viabilidad ante la radiacion
UV, y frente a las temperaturas altas de fas cepas seleccionadas (Mt 001, Mt 004 y Mt 008),
se procedio a determinar la DL50 con el fin de conocer su virulencia (Figura 7).

A partir de una suspension inicial se realizaron cinco diluciones seriadas (1x[07, 1x[0°,
Ix1O’, [x10*y |1x10° propdgulos/ml), se extrajeron 20p1 de cada dilucion, y se realizé
una aplicacién tépica a las langoslas adullas. La forma de evaluacion, el registro acumu-
lado de mortalidad diaria y el montaje de insectos en camara himeda, se llevé a cabo del
mismo modo descrito para el ensayo anterior.
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Figura 7. Bioensayo para la determinacion de la dosis letal media (DL50) de las cepas
seleccionadas.

Se encontré que la mortalidad producida en las langostas adultas por las tres cepas de
M. anisopliae no presentd diferencias significativas. Auncue en esta ocasion la cepa Mt
004 produjo el 100% de mortalidad al dia 9 con su mayor dosis, mientras que las cepas
Mt 008 y Mt 001, para este mismo dia, produjeron 96.3% y 92.8% respectivamente
para la misma dosis. De todas maneras, fueron porcentajes de mortalidad mayores que
los obtenidos en el ensayo anterior al noveno dia, ya que las cepas Mt 008 y Mt 00|
produjeron un 82.5% y un 77.5% de mortalidad respectivamente.

L2 dosis letal media (DL50) obtenida para |2 cepa Mt 004 fue de cinco conidios/insecto,
mientras Que para las cepas Mt 008 y Mt 001 fue de siete.

Estos resultados contrastaron con fos obtenidos por Milner y Prior (1994), cuando uti-
lizaron, en condiciones controladas, cepas de M. flavoviridae para el control de la lan-
gosta australiana Chortoicetes terminifera (Orthoptera:Acrididae). resultando una DL
50 de 417 conidios/insecto. También difirieron de los resultados obtenidos por Bateman
et 3/{1993) en condiciones controladas de laboratorio, cuando usé come biocontrolador
a M. Havoviridae sobre Schistocerca gregaria (Orthoplera:Acrididae) y encontro una DL
50 de 8.900 conidos/insecto.

La pequefia cantidad de indculo necesaria para producir mortalidad en R. schistocercoides,
indicé que las cepas nativas de M. anisoplize evaluadas en laboratorio, poseen una
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actividad biocontroladora alta, la cual es promisoria si se tiene en cuenta que las DL50
requeridas con las cepds nativas son menores que las reportadas en el ambito internacio-
nal. Esto puede ser por |2 adaptacién del hongo a las condiciones particulares del insec-
to, tales como una afinidad quimica por su epicuticula, la capacidad que pueda tener
cada conidio del hongo para penetrar e infectar rdpidamente al insecto o la adaptacién
del hongo a las condiciones climaticas del trdpico.

Lina vez seleccionadas en laboratorio las cepas de M. anisopfiae con mayor capacidad
virulenta sobre R schisiocercoides, se procedio a desarroflar tecnoldgicamente un
bioplaguicida a base de las cepas del hongo evaluado. Esto ocurre debido a que el
bioplaguicida es aplicado en campo y por ende la capacidad virulenta del hongo se
afecta debido a condiciones medioambientales adversas.

4 4. Desarrollo Tecnol6gico de un Bioplaguicids 1 Base del Hongo Melarhizium
anisopiiae

Las condiciones medio ambientales en las cuales vive la langosta en los Llanos orientales
de Colombia, tales como altas temperaturas, alta radiacion ultravioleta y baja humedad
relativa, disminuyen la viabilidad del biocontrolador, en forma considerable, cuando éste
es aplicado en forma de conidios desnudos. Se ha reportado que bajo estas condiciones
los conidios sélo pueden permanecer vivos entre 100y 360 minutos (Moore ¢f af 1993).
Este tiempo tan reducido no le permite a la mayoria de conidios ejercer su actividad
biocontroladora, alcanzindose hajas tasas de mortalidad de los insectos plaga.

La radiacion ultravioleta puede actuar como factor mutagénico o germicida de los conidios;
ademas, la interaccion de la fuz UV con las elevadas temperaturas puede ser fatal para
estas estructuras (Moore et al 1993).

Se ha demostrado que la utilizacidn de aceites en las formulaciones aumenta la viabilidad
de los conidios debido a que forma una pelicula lipofilica sobre estas estructuras, impi-
diendo su desecacion. Ademds, estos compuestos oleosos absorben ciertas longitudes
de onda correspondientes a la radiacion ultravioleta protegiendo en cierta medida al
hongo de los efectos negativos de dicha radiacion. Otra ventaja que ofrecen las
formulaciones oleosas es la de permitir adherencia del hongo sobre el follaje y la cuticula

de la langosta, evitando el arrastre de los conidios por los vientos y las lluvias (Moore et
al 1993).

El logro de un bioplaguicida implica el cumplimiento de diversas etapas que aseguren la
obtencion de un producto seguro. eficaz y confiable. Dichas etapas comprenden el
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aislamiento del microorganismo, la evaluacidn de su actividad biologica, su produccién
masiva, estudios de preformulacion, formulacién, determinacién de dosis y formas de
aplicacion, estudios de toxicidad, ensayos de campo, determinacién de los mecanismos
de biocontrol, estudios de impacto ambiental, caracterizacion molecular, estudios de
mercado y patentamiento, entre otros.

El desarrollo tecnolégico de este bioplaguicida incluye diferentes etapas (Figura 8) que
van a determinar su forma de presentacion. Se distinguen dos componentes en el pro-
ducto final: el principio activo Metarhizium anisopfiae, responsable de la actividad
biocontroladora y los excipientes inertes frente al principio activo y la langosta que ayu-
dan a mejorar o modificar la accion del ingrediente activo.

La preformulacion y formulacion son etapas fundamentales en el desarrollo de un
bioinsecticida. El objetive de la formulacion es proveer [a combinacién correcta, de tal
manera que el ingrediente activo junto con otros materiales forme un producto estable,
seguro, efectivo, facil de aplicar y aceptable para su uso. Para desarrollar un producto
con estas caracteristicas es indispensable realizar un estudio previo, de preformulacion,
que revele las propiedades fisicas, uimicas, microbiolOgicas, entre otros, del principio
activo (conidios) solo y en combinacién con los auxiliares de formulacion que comdn-
mente se utilizan.

El diseno de la formulacion depende de la plaga, el sitio en el cual el bioplaguicida se
vaya a aplicar, las condiciones medioambientales y el tipo de usuario al cual el producto
serd vendido. Segun el ciclo de vida de la langosta y |a forma de infeccién del hongo, A
anisopliae, podria ser aplicado en estados ninfales sobre la superficie de la plaga, o
sobre el follaje en forma de un polvo fino para suspender.

Teniendo en cuenta la necesidad de desarrollar un producto adecuado para el control de
la langosta llanera, en Corpoica, se realizaron los estudios tecnolégicos, con el fin de
lograr un bioplaguicida que brindara proteccion al hongo frente a la radiacién UV, mayor
viabilidad, adherencia y de facil aplicacion.

441, Produccion en medio liquide v scparacion de  Aefarhiciam anisoplize

Con el proposito de escoger un medio liquido para la produccién de conidios de
Metarhizium anisopliae, se evaluaron seis medios de cultivo {extracto de levadura |%;
extracto de levadura |% + sacarosa 2%; extracto de levadura 1% + lactosa 2%; extracto
de levadura 2%: extracto de levadura 2% + sacarosa 2%; extracto de levadura 2% +
lactosa 2%}, cuya composicion bésica fue estandarizada por Cotes en 1996 para el
cultivo en fermentador de hongos antagonistas.
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En erlenmeyer de 250 ml, se colocaron 100 ml de cada medio de cultivo, se taparon y
se esterilizaron durante 25 minutos a 120°C y 25 libras de presion.

Posteriormente, cada medio se inoculd con | mililitro de suspension de conidios de M.
anisoplize cepa Mt 004. Dicha suspension se ajusté a una concentracién de 37x10°
conidios/ml. Los medios se incubaron a 25°C y 155 r.p.m. durante 10 dias. Se utilizaron
tres repeticiones por tratamiento. Una vez culminado el tiempo de incubacion, el conte-
nido de cada erlenmeyer fue homogeneizado en una licuadora a dos ciclos durante |
minuto. De este homogeneizado se tomé | ml y se Hevd a 10 ml con una solucion de
tween 80 al 0.2%. A partir de esta dilucidn se prepararon las diluciones 10 2y 10~ las
cuales se cuantificaron en cdmara de neubauer, para determinar el nimero de conidios
totales en 100 ml de medio de cultivo incubados. Cada conteo se realizd por triplicada.

El medio de cultivo seleccionado por su alto rendimiento en conidios fue, evaluado
posteriormente, para la cepa Mt 006, siguiendo la misma metodologia descrita.

En todos los medios de cultivo evaluados una vez finalizado el tiempo de incubacidn, se
encontrd, mediante cuantificacion microscépica, una produccion considerable de conidios
y no de blastosporas que son las estructuras mas cominmente producidas cuando se
realiza multiplicacion en medio liquido. Este resultado es prometedor ya que la multipli-
cacion sumergida de hongos en la mayoria de los casos, origina blastosporas que son
estructuras poco virulentas y que pierden, muy rdpido, viabilidad durante el almacena-
miento {Lane y Trinci 1991).

Partiendo de una concentracidn inicial de 37 x10* conidios/ml, obtenida al inacular cada
medio de cullivo, se observo una produccion significativa de conidios durante los [0
dias de incubacién.

No se detectaron diferencias significativas entre la produccion de conidios en el medio
liquido suptementado con extracto de levadura y fuente de carbono (sacarosa o lactosa)
y el medio liquido suplementado sélo con extracto de levadura, lo mas probable, poraue
la fuente de carbono no incide en la esporulacion, mientras que si es directamente
proporcional a la produccién de micelio y de blastosporas (Humphereys ef &/ 1989).

Se encontrd que al aumentar la concentracién de extracto de levadura en el medio de
cultivo, aumentd la produccion de conidios, indicando que la esporulacion se ve
influenciada principalmente por la concentracién de la fuente de nitrégeno organico y
factores de crecimiento como el extracto de levadura. Resultados similares fueron obte-
nidos por Riba y Glandard (1980) con el hongo entomopatégeno Nemureae rifeyi, con
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el cual se evaluaron medios liquidos que contenfan concentraciones de extracto de leva-
dura de 0.5%, 1% y 2 % y se encontré que al aumentar la concentracion de la fuente de
nitrogeno se incremento la esporulacion del hongo ya que dicho compuesto ademds de
aportar nitrégeno, es una fuente de vitaminas y de lipidos.

La separacion de los conidios se realizd mediante una homogeneizacion del medio de
cultivo crecido con el hongo, posteriormente, una clarificacién de este homogeneizado
a través de una muselina estéril y una centrifugacidn posterior, a 4.000 r.p.m. durante
15 minutos. El sedimento (conidios) se sometié a un proceso de secado en una estufa
con corriente de aire a 25°C durante 24 horas.

4.4.2. Produccion en medio salido y separacion de Aefarfiziom anisoplise

La produccion en medio sélido de M. anisopliae se hizo en arroz humedecido estéril,
utilizando el método de inoculacion directa descrito por Moore y Marley-Davies (1994).
Este procedimiento (Figura 9} consistio en la inoculacién del medio con una suspension
del hongo. La produccion se realizd en bolsas de polietileno de alta densidad, a las
cuales se les acondiciond un cuello en el que se ajustd un tapon de algodon. Con este
procedimiento se lograron rendimientos entre 3 x 10 y 8.0 x 10” unidades formadoras
de colonia producidas por cada gramo de arroz esporulado.

Los conidios fueron separados del arroz mediante un lavado con una solucién de Tween
80 y centrifugacion posterior. La biomasa obtenida se secé en un secador de lecho
fluido, manteniendo su viabilidad durante todo el proceso. La biomasa oblenida tuvo un
5% de humedad y fue almacenada a 8°C, para ser formulada posteriormente.

443 vormulacién del bioplaguicidy

En el desarrollo de este bioplaguicida de aplicacion foliar para el control de la langosta se
considero la fotoestabilidad, persistencia, adherencia y la resistencia al lavado por las
lluvias dei hongo. Por lo tanto, se tuvieron en cuenia excipientes como los tensioactivos,
los cuales modifican la humectabilidad del producto permitiendo preparar una suspen-
sion estable y son indispensables en la formacién de emulsiones. También se tuvieron en
cuenta agentes de fluidez para mejorar el flujo del polvo y asf evitar la soldadura de las
particulas durante largos periodos de almacenamiento; asi como adherentes para asegu-
rar la permanencia del insecticida ya aplicado y evitar su arrastre por la lluvia, el rocio y
el viento. Por dltimo, se tuvo en cuenta un filtro solar (CBUV O1) para proteger al
biocontrolador de los efectos nocivos de la radiacion ultravioleta del sol.
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Comparacién entre los conidios de M. anisopiiac sin formular (izquierda) y los
contdios formulados (derecha)

Para el desarrollo de la formulacién, en un principio. se elabord una caracterizacion
farmacotécnica de los posibles auxiliares de formulacidn a utilizar, esta incluyd la deter-
minacion del tamafio de particula, la fluidez, el pH, la voluminosidad, el porcentaje de
humedad y la humectabilidad. Con estos resultados se realizé una preseleccion inicial de
los excipientes y a los escogidos se les determind su efecto téxico sobre la viabilidad de
M. anisoplize.

De otra parte se determino la toxicidad que pudieran presentar los auxiliares de formu-
lacion sobre la langosta para lo cual se realizd un bioensayo, asperjando los excipientes
sobre langostas y fijando como indicador de toxicidad un porcentaje de mortalidad ma-
yor al 10% con respecto al obtenido en el tratamiento blanco. Ninguno de los excipientes
utilizados fue toxico para la langosta, ya que el porcentaje de mortalidad de éstas fue
inferior al 10%. Una vez seleccionados los auxiliares de formulacion, se evaluaron dife-
rentes Lécnicas de recubrimiento, con el fin de incorporar un protector solar sobre la
superficie de los conidios de M. anisopliae.

Figura 8. Desarrollo tecnolégico del bioplaguicida.
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Figura 9. Proceso de produccién en medio sdlido y separacién del hongo
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El bioplaguicida desarrollado fue disefiado como un polvo para reconstituir en una emul-
sién aceite en agua, formada por un aceite vegetal y una mezcla de tensioactivos que
permitieron emulsionar esta suspension en el volumen de agua necesario para su aplica-
cién en campo. En este proceso, los conidios se recubrieron con un protector solar
(CBUV 01) adherido a la superficie mediante un agente gelificante (Figura 10).

Al evaluar el bioplaguicida frente a la radiacion ultravioleta en un ensayo realizado tanto
en condiciones de laboratorio con una ldmpara germicida G30T8 que emite una longi-
tud de onda de 253,7 nm (UVC) y en Puerto Lépez (Meta) bajo condiciones normales
de campo a 32°C de temperatura, se encontré un 100% de viabilidad por parte del
producto después de seis horas de exposicion.

Otro de los pardmetros importantes en ¢l disefio de este producio fue el tiempo que
pudiera permanecer adherido el hongo a las hojas del follaje, ya que si su permanencia
es baja y las condiciones en las cuales se aplica son adversas (alta radiacién solar, lluvias,
vientos, entre otros) provocan una pérdida del bioplaguicida antes de que empiece a
desarrollar su actividad entomopatogénica.

Al determinar la persistencia del bioplaguicida sobre el foltaje en condiciones de campo
Carimagua-Meta (36°C; 65% de humedad relativa) se pudo encontrar que el hongo
permanecié viable durante 12 dias en el follaje, mientras que cuando ¢l hongo fue
aplicado en forma de conidios desnudos (no formulados) sdlo fue detectado hasta el
sexto dia. La viabilidad del biocontrolador formulade fue superior al 90% durante los
primeros seis dias, disminuyendo, en forma progresiva, hasta llegar al dia 12, tiempo en
el cual la viabilidad del hongo sin formular no se detectd.

El preformulado desarrollado fue sometido a un riguroso control de calidad determinan-
do su tamafio de particula, fluidez, porcentaje de humedad. porcentaje de germinacion
y concentracion (Anexo C). Ademis, se evalud la estabilidad en almacenamiento, para
lo cual se disefid un estudio de viabilidad en estas condiciones teniendo en cuenta tres
temperaturas y cada mes se realizo la toma de datos para evaluar la viabilidad del hongo.

Aunque el bioplaguicida a base de M. anisopliae desarrollado por el Laboratorio de
Control Bioldgico produjo en las langostas mortalidades superiores al 68% tanto en
condiciones controladas de campo como en campo abierto, fue necesario garantizar
qQue, a través del tiempo, todos los lotes del bioplaguicida producido mantuvieran esta
actividad,




Para lograr ¢sto, se estandarizaron las operaciones unitarias y los procesos de manufac-
tura, demostrando y confirmando la solidez, coherencia, persistencia y reproductividad
de dicho proceso. Para tal fin, fue necesario realizar la formula maestra de produccion la
cual estuvo respaldada por un documento que especificé las materias primas, los mate-
riales de envase, la descripcion detallada de las instrucciones del proceso ( control de
calidad de las materias primas, pretratamiento, secuencia de adicion, tiempos de mez-
cla, temperaturas, humedades, entre otros), instrucciones para los controles en proceso
con sus respectivos limites, requisitos de almacenamiento, envase, etiquetado y precau-
ciones especiales. El documento maestro hace parte de la planta de produccion del
bioplaguicida, en el Laboratorio de Control Biol6gico de Corpoica.

El desarrollo de esta actividad se realizé determinando los limites de confianza de todas
las operaciones unitarias del proceso y realizando procedimientos esténdar de operacién
(SOP), como son, el manejo, mantenimiento y limpicza de equipos, la limpieza de las
instalaciones y el control ambiental, muestreo € inspeccion. Este trabajo tuvo como guia
la utilizacidn de las normas consignadas en las Buenas Pricticas de Manufactura en los

capitulos de produccion, documentacion y control de calidad.
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Figure 10, Formulacion del hongo Metarhizium anisoplize.

4.5, EVALUACIONES DEL BIOPLAGUICIDA £N CAMPO

Una vez seleccionadas en laboratorio las cepas nativas Mt 001, Mt 004 y Mt 008, por
su alta actividad biocontroladora, se procedio a evaluarlas en las condiciones naturales
donde se encuentra la langosta. Estos trabajos se llevaron a cabo en el Centro de Inves-
tigacion Carimagua de Corpoica (4°30" N; 7° 30" W) ubicado en la altillanura plana.
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Montaje de ks jaukss para los bloensayos en campo

4.5.1. Fvaluacion en condiciones controladas de campo

Con el proposito de evaluar el efecto del bioplaguicida sobre las langostas y la eficiencia
del protector solar sobre el hongo, se realizaron los bioensayos en condiciones controla-

Bomba de ultra bajo volumen {U.LV) utilizada para asperjar ¢l bioplaguicida




das de campo. El bioplaguicida fue evaluado sobre dos estados de desarrollo de la
langosta: estadios ninfales iniciales (tercer a quinto instar) y estado adulto. En ambos
casos, se evaluo el electo de las tres cepas nativas de M. anisopliae aplicadas como
conidios desnudos, es decir, sin recubrimiento del protector solar CBUVO! (cd} y conidios
formulados. con el protector solar CBUVO! (f) (Espinel 1997).

Aplicacién de M. anisgpliae sobre el estado adulto de R. schistocercoides. Este bioensayo se
llevd a cabo en fa temporada de verano {36° C de temperatura y 56% de humedad relativa).
Las langostas adultas fueron capturadas en campo y luego fueron recluidas en jaulas de tela
de muselina de 1.2 m’ de drea y |.8 m* de volumen (Figura 11).

Los polvos que contenian ¢l hongo, formulado y sin formular, fueron reconstituidos en
una base autoemulsificable y llevados al volumen final requerido con agua. Estos se
aplicaron en horas de la tarde por medio de la aspersidn de 20 mi de la suspension por
cada jaula, mediante [a utilizacion de una bomba de ultra bajo volumen MICRON-ULVA,
utilizando una boquilla que proveia un tamafio de gota de 50 micras.

El registro de mortalidad se hizo por medio de dos recolecciones diarias (manana y
tarde). Los individuos muertos o con signos de infeccion se colocaron en cidmaras hime-
das para verificar la causa de la muerte. El disefio experimental fue de bloques completos
al azar. Las langostas se alimentaron diariamente con arroz de 20 dias de sembrado,
contenido en bandejas plasticas.

Al ser evaluadas sobre adultos de R. schistocercoides, las cepas formuladas y no
formuladas de M. anisopliae en condiciones controladas en el C.I Carimagua, los
mayores porcentajes de mortalidad corregida se obtuvieron con las cepas formula-
das (f) al décimo séptimo dia de aplicacion; siendo porcentaje de mortalidad. produ-
cidos en la langosta, de un 67.8% cuando se aplico la cepa Mt 004, cuando se
aplicd la Mt 001 ésta fue de 64.1% y cuando se aplico la cepa Mt 008 la mortalidad
fue de 56.5%.

Estos resultados presentaron diferencias significativas con respecto a los producidos
al aplicar los conidios desnudos (cd), resultando una mortalidad de 9.5%cuando se
aplico la cepa Mt 004, 28.2% cuando se aplicd la cepa Mt 008 y 26.4% cuando se
aplicé la cepa Mt 001 (Figura 12). Cabe resaltar que no se presentaron diferencias
significativas entre la mortalidad producida en las langostas cuando las cepas fueron
formuladas, ni entre las cepas cuando éstas fueron aplicadas como conidios desnu-
dos (no formulados).




Esporulacién tipica del hongo entomopatégeno M. anisopliae sabre la langosta llanera.

E! porcentaje de mortalidad obtenido en las langostas cuando se les aplico el hongo
formulado fue relativamente alto, teniendo en cuenta la baja humedad relativa, la alta
temperatura y la incidencia de [a luz ultravioleta observadas durante el ensayo; factores
poco favorables para el hongo. Eslos resultados nos permitieron comprobar aue la for-
mulacién si le confiere proteccion a los conidios ante los factores medioambientales
adversos, evidenciada por la diferencia en el porcentaje de mortalidad de las langostas

qQue se presentd entre estos y cuando se aplicaron los conidios sin ¢l recubrimiento.
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Figura | 1. Evaluacion del bioplaguicida en condiciones controladas de campo. Aplica-
cién sobre estados adultos y estadios ninfales de K. schistocercoides.
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Se pudo concluir que las tres cepas evaluadas mostraron estabilidad en las condiciones
dristicas de campo, cuando fueron formuladas con el protector de luz ultravioleta. Ade-
mas, la formulacion no afecté la actividad entomopatogénica del hongo M. anisopfiae.
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Figura 12. Efecto biocontrolador en campo de las cepas formuladas y no formuladas
sobre adultos de K. schistocercoides.

Aplicacion de M. anisoplize sobre estadios ninfales iniciales de R. schistoccreoides: El
bioensayo se llevd a cabo durante la temporada de invierno (temperatura 29.7°C; hu-
medad relativa 78.5%). Se evaluaron las tres cepas anteriormente mencionadas en sus
dos presentaciones: conidios formulados y conidios desnudos (sin formular). Se utiliza-
ron langostas extraidas de bandos que presentaron estadios ninfales iniciales (tercero a
uinto instar). Estas se introdujeron a las jaulas, en forma aleatoria, en diferentes esta-
dios de desarrollo. El diseiio experimental, la técnica de aplicacién y ¢l registro de datos
fueron los descritos para el ensayo anterior.

Al vigésimo dia de ser evaluadas las cepas formuladas y sin formular de A anisopliae
sobre los estadios ninfales iniciales de R. schistocercoides se obtuvo un porcentaje acu-
mulado de mortalidad del 33% en las langostas tratadas con la cepa Mt 004, de 31.8%
en las tratadas con la cepa Mt 008 y de 81.5% en las langostas tratadas con la cepa Mt
001. La cepa Mt 00| presentd diferencias significativas al ser comparada con las otras
dos (Figura 13). De nuevo se evidenciaron diferencias significativas entre la actividad
biocontroladora de las cepas formuladas y sin formular, ya que estas Gltimas produjeron
mortalidades de 3.3%, 1.6% y 1.6% para las cepas Mt 004, Mt 008 y Mt 001, respec-
tivamente.

El hecho de aue la cepa Mt 00! produjera en las ninfas de langosta una mortalidad
mayor que la producida por las otras evaluadas indicaria que bajo estas condiciones de
campo es mds virulenta. Eslo se puede deber a algin tipo de afinidad del hongo por las
estructuras del insecto en estos estados o a su mayor habilidad para degradarlas. De




otra parte, se podria pensar que esta cepa se encuentra mds adaptada a las condiciones
ambientales o ecoldgicas de este estadio de la plaga y en consecuencia podrfa persistir
durante mds tiempo, constituyéndose en un indeulo infectivo para las langostas.

Al igual que en el experimento anterior las cepas asperjadas sin |a formulacion, propor-
cionaron mortalidades muy bajas, reforzando el hecho que es indispensable tener las
cepas recubiertas con protectores solares que le permitan aumentar su actividad
biocontroladora en campo.
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Figura 3. Actividad biocontroladora de las cepas. formuladas y no formuladas, sobre
estadios ninfales inicales de K. schistocercoides.
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En general, se podria concluir que bajo condiciones controladas de campo, las cepas
formuladas con protectores de luz ultravioleta presentaron, en forma significativa, mayor
actividad biocontroladora que las cepas sin formular, demostrando ademas, que esta
formulacion no afectd la actividad entomopatogénica de M. anisoplize. Entre las tres
cepas que se evaluaron, la cepa Mt 001 fue la mas promisoria para el control de estadios
ninfales de R. schistocercoides; siendo estos estados de desarrollo los blancos para ejer-
cer un plan de manejo con el bioplaguicida.

4.5.2 Pvaluacion de A7 amisopfize en condiciones de campo abierio

Una vez realizadas las evaluaciones de las cepas en condiciones controladas de campo,
se realizaron las evaluaciones en campo abierto, haciendo aplicaciones directamente
sobre las bandas ninfales de R schistocercoides (Ebratt ef a/ 1998). Se utiliz6 la cepa
Mt 001 dado que mostrd la mayor actividad biocontroladora sobre este estadio de la
plaga en condiciones controladas de campo.

Con ¢l propésito de estandarizar la metodologia indicada para su aplicacion en campo,
se realizé un ensayo en donde se utilizaron dos tipos de bombas: una bomba de ultra
bajo volumen (ULV) MICRON-ULVA, la cual posee una capacidad de 10 lt/ha; ¥ una
bomba convencional COLINAGRO, que posee una capacidad de 200 It/ha.

También se evaluaron dos tipos de acceso al bando en el momenito de aplicar el bioplaguicida.
El Tipo A ,consistié en la aplicacién perturbando el bando de saltones. para lo cual se
realizaron una serie de recorridos en zig-zag y se aplicd el bioplaguicida, progresivamente,
dentro del bando. Este tipo de aplicacion fue recomendado por Steedmann (1988), citado
por de Miranda e/ a/ (1996). El segundo tipo de aplicacion (Tipo B) se hizo sin perturbar el
bando, en ésta se aplicd realizando una linea recta a 2 m. del bando, aprovechando la
conducta natural gregaria del insecto y la deriva producida por el viento, que permiticra
esparcir el bioplaguicida sobre las langostas (Figura 14).
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Figura 14, Tipos de acceso a los bandos de langostas en el momento de aplicar el
bioplaguicida en campo  abierto.
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Después de las aplicaciones sobre ios bandos de langostas, se tomaron muestras del
material insectil de cada bando y se recluyeron en jaulas con el fin de realizar el segui-
miento de la mortalidad ocasionada por los tratamientos evaluados; esta determinacion
se realizd siguiendo la metodologfa previamente establecida en las evaluaciones realiza-
das en condiciones controladas de campo.

Al evaluar, en condiciones de campo abierto, la mortalidad ocasionada por el bioplaguicida
aplicado utilizando dos formas de acceso al bando (perturbindolo y sin perturbarlo) y
utilizando dos bombas diferentes (bomba U.L.V y bomba convencional), los resultados
mostraron diferencias significativas entre la actividad biocontrotadora del bioplaguicida
y la observada en el testigo absoluto, el cual mostrd una mortalidad inferior al 10% para
los diferentes sistemas de aplicacion. De otra parte, se encontraron diferencias significa-
tivas cuando el bioinseclicida fue aplicado utilizando las dos formas de aproximacion al
bando.

El porcentaje de mortalidad acumulada causado por el bioplaguicida aplicada con bom-
ba de U.LV sin perturbar el bando alcanzo el 6€3.2%, mientras cuando €ste fue aplica-
do con la bomba convencional y sin perturbar el bando de saltones el porcentaje de
mortalidad fue de 51.2% (Figura 15).
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Figura 15, Efecto del bioplaguicida en campo sobre ninfas de R schistocercoides, con
diferente forma de aplicacién y acceso al bando.




Cuando la forma de aproximacién al bando fue perturbandolo, se obtuvieron mortalida-
des de 31.6% al aplicar el bioplaguicida con bomba UL.L.\V. y de 21% al aplicarlo con
bomba convencional. Los resultados obtenidos permitieron concluir que la aplicacién
del bioinsecticida sin perturbar el bando de langostas es la més adecuada para lograr un
efecto biocontrolador eficiente del hongo M. anisophiae, utilizando cualquiera de los dos
lipos de bombas.

4.5.3. Impacto ambiental

Las evaluaciones de impacto ambiental son estudios realizados para identificar, predecir
e interprelar, asi come para prevenir las consecuencias o efectos ambientales que deter-
minadas acciones, planes, programas o proyectos pueden causar sobre la salud y bienes-
tar del entorno. Son un instrumento o herramienta idénea para la toma de decisiones,
ya Que estan basados en un conocimiento amplio e integrado de los impactos o inciden-
cias ambientales (Galvan 1982).

En la agricultura es necesario realizar estos estudios debido al agotamiento que han
sufrido los recursos naturales, ya que permiten determinar la inocuidad de técnicas que
garanticen la sostenibilidad del sistema. Dentro de estas i€cnicas se encuentra el control
biolagico de plagas, que se basa en el uso racional de organismos para mantener las
poblaciones de la plaga por debajo de los niveles que causan dano econdmico (Andreus
y Quezada 1989).

Requisitos para €l registro de bioplaguicidas

Normalmente, los requerimientos para el registro de bioplaguicidas microbianos son
organizados en cuatro dreas: andlisis del producto, analisis de residualidad, toxicologia y
efectos ecotoxicoldgicos. Estos requerimientos en Estados Unidos son regulados por la
"Environmental Protection Agency” (EPA) (Burges y Hussey 1971).

Para el casa de los bioplaguicidas se realizan estudios de ecotoxicidad aguda, subcranica,
crénica, carcinogénesis, mutagénesis y teratogénesis en los cuales se evalan parasitoides.
depredadores de la plaga y otras poblaciones en riesgo, que viven en el entorno de fa
misma (ANDI 1995).

Una de las razones mas importantes que justifican el uso de entomopatégenos para el
control de plagas, se basa en que estos son muy especificos en conlraste con muchos
insecticidas quimicos que pueden ser perjudiciales para los insectos benéficos. La mayo-
ria de pruebas de ecotoxicologfa reportadas para bioinsecticidas han sido llevadas a cabo
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sobre insectos benéficos como abejas y gusanos de seda, entre otros (Bailey 1963,
citado por Burges y Hussey 1971).

Sin embargo, en Colombia son pocos los estudios que determinan la compatibilidad de
los hongos entomopatégenos con especies parasitoides y depredadoras introducidas
para determinar su utilizacién en programas de Manejo Integrado de Plagas {MIP}.

Bioingicadores

Los bioindicadores son organismos que se utilizan para evaluar la calidad ambiental,
estan representados por organismos vivos que por estar adaptados a los sitios que habi-
tan, reflejan las caracteristicas existentes y exigencias de sus “ambientes”. El principio de
los bioindicadores se basa en el hecho de que los organismos vivos para subsistir en un
determinado medio, desarrollan sistemas de alerta y de respuesta a agresores exlernos,
lo suficientemente efectivos que garanticen la subsistencia del individuo (Gast 1984).

En la altillanura colombiana se pueden encontrar organismos adaptados al medio, en
altas densidades de poblacion y de facil localizacion, tales como la "hormiga arriera”
Atta laevigata y la hormiga Ectatomma ruidum. Esta (ltima, es depredadora de estados
ninfales iniciales de Ia langosta llanera. En esta region también se encuentra la avispa
Prionyx thomae, que reviste gran importancia como bioindicadora, debido a que es
parasitoide de estadios ninfales finales y adultos de R. schistocercoides.

Una vez probada la eficiencia del bioplaguicida sobre la langosta, tanto en condiciones
controladas de campo, como de campo abierto, se procedié a evaluar el efecto que
podria tener éste sobre los bioindicadores descritos y de esta forma, cumplir un paso
mas en todo el proceso de desarrollo de un producto de esta naturaleza.

lmpacto del bioplaguicida a base de M. anisopliac sobre la hoimiga A. lacvigata

Se escogio a A. /zevigata como hioindicadora debido a que esta especie juega un papel
ecolégico importante debido a que intervienen en la propagacién de especies nativas de
la regién y en la estructuracion de suelos en la altillanura (Etter y Botero 1990).

Este estudio sc llevd a cabo en el C.I. Carimagua de Corpoica (Pto. Gaitdn-Meta), en
donde en condiciones de laboratorio y condiciones controladas de campo se disefid un
bioterio que consisti6 en dos recipientes plasticos unidos por una manguera; en éste se
mantuvieron los individuos bicindicadores (Figura |16) (Cdmen y Jiménez 1998).
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“igura L&, Metodologia utilizada para determinar el efecto del bioplaguicida sobre los
bioindicadores A. facvigata y F. ruidurm.

A. laevigata se instald en el bioterio suministrandole el material vegetal de mayor prefe-
rencia ( Tabebuia chrysantha). Se realizaron aplicaciones del bioplaguicida mediante una
bomba ULV (20 ml/m?) sobre las harmigas y sobre el alimento consumido por las dos
especies bioindicadoras. Se determiné la mortalidad diaria y la repelencia al alimento
tratado, producida en las hormigas por el hongo. En el material vegetal fratado con el
bioplaguicida no se observo efecto de repelencia dado que el aprovechamiento de este
material fue igual al de las hormigas testigo.

En condiciones controladas de campo, se hizo la aplicacion directa sobre la hormiga A.
faevigata y sobre el material vegetal que ella consume, sin ocasionar un impacto signifi-
cativo sobre esta especie. Cuando se realizd la aplicacion sobre las hormigas el porcen-
taje de mortalidad fue de 8.3% y de 6.7% cuando se asperjaron conidios formulados
(bioplaguicida) y conidios desnudos, respectivamente. Cuando se aplicd el hongo sobre
el material vegetal que consumieran, se presentaran porcentajes de mortalidad de 9.2%
v 8.2% cuando se asperjaron conidios formulados (bioplaguicida) y conidios desnudos.
respectivamente (Figuras 17 y 18).
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Figura 17. Efecto de M. anisopliae aplicado directamente sobre la hormiga A. facvigata
en condiciones controladas de campo.
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Figural 8. Efecto de la aspersion de M. anisopliae sobre el alimento a ser consumido
por A. laevigata en condiciones controladas de campo.

Estos resultados permitieron concluir que las aplicaciones del bioplaguicida a base de M.
anisopliae realizados sobre los individuos y sobre el alimento que consumieron, no oca-
sionaron un impacto negativo en el normal funcionamiento de las colonias ni afectaron
las poblaciones de A. lzevigata .




tmpacto del bioplaguicida a base de M. anisopliae sobre la hormiga £ ruicum

Se escogid a F. ruidum como bioindicadora debido a que esta especie es depredadora
de estados ninfales iniciales de R. schistocercoides. El estudio se llevo a cabo en el C.I.
Carimagua de Corpoica (Pto. Gaitdn- Meta). En condiciones controladas de campo, se
disefid un bioterio de las mismas caracteristicas que el utilizado para A, /faevigata. F.
ruidum se instalé en el bioterio suministrandole como alimento  R. schistocercoides.

La forma de aplicacion del bioplaguicida y el registro de mortalidad se llevé a cabo como
se describia en el ensayo anterior (Cdmen y Jiménez 1998). Aligual que para A. faevigata,
en la hormiga £. ruidum no se observé efecto de repelencia de las langostas tratadas,
dado oue el consumo del alimento fue normai.

Las aplicaciones en forma directa y sobre el alimento consumido, no ocasionaron efectos
significativos sobre la hormiga £. ruidum, ya que en condiciones de laboratorio se obtu-
vieron porcentajes de mortalidad de 10.8% y 8.5% cuando se aplicaron conidios desnu-
dos y conidios formulados (bioplaguicida), respectivamente.

Cuando se aplico el hongo sobre las langostas que fueron consumidas por las hormigas
se observo, el mismo comportamiento ya que el porcentaje promedio de mortalidad
obtenido fue de 9.7% y 7.4% cuando se aplicaron conidios desnudos y conidios formu-
lados (bioplaguicida), respectivamente.

Al aplicar el hongo sobre |a hormiga £ auidum en condiciones controladas de campo, se
presentaron porcentajes de mortalidad de 14.1% cuando se aplicaron fos conidios for-
mulados v de 9.4% cuando se aplicaron los conidios desnudos (Figura 19), En la aplica-
cion sobre las langostas consumidas por las hormigas, el porcentaje de mortalidad fue de
7.4% v de 9.7% cuando se asperjaron con conidios formulados (bioplaguicida) y con
conidios desnudos, respectivamente (Figura 20).
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Figura 19 Efecto_de la a;;nlicacién directa de M. anisopliae sobre la hormiga £. rwidum
en condiciones controladas de campo.
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Figura 20. Efecto del consumo de langostas tratadas con M. anisopliae sobre £. ruidum
bajo condiciones controladas de campo.

Los resultados obtenidos permitieron concluir que, al igual que para A. /&evigata, las
aplicaciones del bioplaguicida a base de M. anisopfize no ocasionaron un impacto nega-
tivo en el normal funcionamiento de las colonias ni afectaron las poblaciones de £
ruidum.

impacto del hioplaguicida a base de M. amisoplize sobre P ihomae

Como ya se vio, P thomae es parasitoide de estadios ninfales finales y de adultos de &.
schistocercoides. Esta avispa se encuentra distribuida en las zonas arenosas del departa-
mento de El Meta y El Vichada.

Debido a las caracteristicas que tiene /2 thomae, se evalud el impacto del bioplaguicida
cuando fue aplicado sobre las avispas y sobre las langostas que parasita este insecto (Espinel
et al 1999) (Figura 21). El ensayo se realizo en el C.I. Carimagua, bajo condiciones contro-
ladas de campo con una temperatura de 33° C y una humedad relativa del 80%.

Primero se realizo una captura en campo de hembras de 2 thomae y se llevaron a jaulas
de madera con piso de arena. La aplicacion del bioplaguicida sobre las avispas se realiz6
por medio de una bomba ULV (10 mi). Diariamente se incorporaron langostas a las
jaulas con el propdsita de evaluar el comportamiento de captura y parasitacion de las
avispas. También se registrd la mortalidad diaria de las avispas, y con el propésito de
hacer evidente la presencia del entomopatdgeno se montaron las avispas en cdmaras
hamedas. Por Gltimo se realizd un muestreo destructivo de las jaulas.
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Figura 2 1. Metodologfa utilizada en los bioensayos para evaluar el efecto del bioplaguicida

sobre P thomae.

La aplicacién de) bioplaguicida sobre las langostas se realizo sumergiendo, diariamente,
el dorso de cinco langostas en una suspension del bioplaguicida. Cada grupo de cinco
langostas se introdujo en las respectivas jaulas con las avispas. Los datos registrados
fueron los mismos que para el ensayo anterior.

El porcentaje de mortalidad corregida de Pthomae cuando el bioplaguicida fue aplicado
a los individuos, en forma directa, por medio de una bomba ULV fue de 33.3% mientras
que la mortalidad al realizarse la aplicacion sobre fas langostas que parasitaron fue de
40% (Figura 22). El efecto de M. anisopliae se hizo evidente a partir del tercer o cuarto

dia de inictado el ensayo.
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Figura 22. Efecto del bioplaguicida a base de M. anisgpliae sobre la avispa parasitoide

P thomace.




Al segundo dia de ser montadas, en cdmara himeda, las avispas muertas, se presentd
esporulacién tipica de M. anisopliae en ¢l 88% de las muestras. Las avispas muerlas
provenientes del testigo absoluto no presentaron esporulacion.

Cabe mencionar que durante los ensayos las avispas fueron somelidas a una gran pre-
sion por parte del bioplaguicida, ya que en condiciones normales, la aplicacion del
bioplaguicida se hace en las horas de la tarde, tiempo en el cual las avispas estan ausen-
tes del campo. Ademds, las langostas nunca estarian cubiertas completamente, en el
dorso, con el bioplaguicida, debido a que la aplicacion se realiza con bombas ULV o
convencionales.

Cuando el bioplaguicida fue aplicado sobre las avispas y sobre las langostas que parasitaron,
el comportamiento de captura evidenciado en porcentaje de langostas enterradas, fue
de 57.2% y 53.2%, respectivamente. Estos resultados [ueron muy diferentes a los obte-
nidos con las avispas testigo, ya que capturaron un 73.6% de las langostas (Figura 23).

A pesar de encontrarse esta diferencia entre los tratamientos y el testigo, en general
todas las avispas presentaron un comportamiento de captura constante durante todo el
ensayo, ya que capturaron en promedio de dos a tres langostas diarias. Un aspecto
importante fue que no se observd repelencia de las langostas contaminadas con el
biolaguicida por parte de las avispas, ya que se presentaron porcentajes de captura
satisfactorios.
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Figura 23. Comportamicnto de captura de las langostas por parte de 2 thomae, una
vez aplicado el bioplaguicida.

El compartamiento de parasitacion de las langostas evidenciado por el porcentaje de
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avispas nuevas emergidas, fue de 43% cuando se realizo la aplicacion directa a las avis-
pas; de 35.6 % cuando se aplicd el bioplaguicida sobre las langostas y de 61% en el

testigo absoluto (Figura 24).
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Figura 24. Comportamiento de parasitacion de las langostas por parte de 7 thomae,
después de la aplicacion del bioplaguicida.

El porcentaje de avispas no emergidas podria deberse a algtin efecto directo 0 indirecto
del hongo sobre el comportamiento de postura de [a avispa. Para corroborar ésto, se
realizé un muestreo destructivo al final del ensayo, en el cual se encontraron langostas
enterradas sin ning(in signo de parasitacion {larvas adheridas), ni de infeccion por M.
anisopliae (esporulacién). Tampoco hubo evidencia de larvas del parasitoide esporuladas
con el hongo, ni en los tratamientos ni en el testigo.

Lo anterior indicarfa que otros factores ajenos a fa accion del bioplaguicida pudieron
afectar el comportamiento de postura, tales como el derrumbe de las fosas, ia perturba-
cién en el momento de la parasitacion por parte de olra avispa, debido al comporta-
miento territorial de esta especie, o a la edad de las avispas, que pudieron incidir en la
viabilidad de los huevos.

Se pudo concluir que a pesar de los porcentajes de mortalidad encontrados en las
avispas, el impacto del bioplaguicida sobre /2 thomae fue moderado, debido a que a
pesar de estar infectadas, cada una tendria la posibilidad de parasitar, potencialmente,
de 8 a 12 langostas antes de morir por el efecto del hongo, hecho que sucede entre
el tercer y el cuarto dia. En pocas palabras, por una avispa muerta, habrian minimo de
8 a 12 avispas nuevas potenciales. Ademds, el bioplaguicida no ocasiond repelencia
sobre éstas.
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Conidios de Metarfizium anfsoplie.
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5. MARCADORES DE
VIRULENCIA'

Como se vio anteriormente el bioplaguicida a base de M. anisopliae ha demostrado su
eficiencia, en condiciones de campo.alcanzando niveles hasta del 70% en control de la
plaga. Debido a que las tecnologias de produccion masiva de AM. anisopfiae, utilizadas
por Corpoica, requieren de mucho espacio y de un tiempo de incubacién prolongado,
fue necesario buscar alternativas de multiplicacion que ademas, de reducir el espacio y el
tiempo, permiticran producir conidios con una actividad biocontroladora alta, disminu-
yendo asi los tiempos y las dosis letales.

Varios estudios de nivel mundial han demostrado el efecto que las condiciones de cultivo
tienen sobre la virulencia de los conidios de los hongos entomopatogenos (Lane y Trinci
1991). Se ha reportado que varios componentes cuticulares de insectos al ser incorpo-
rados al medio de cultivo, producen un aumento considerable de la virulencia de los
conidios de estos microorganismos (Bidocha y Khachatourians 1992). Este incremento
de la actividad biologica posiblemente se debe a la activacion por parte del sustrato de
sistenas enzimaticos en los hongos, los cuales son determinantes en su actividad
biocontroladora sobre el insecto, de ahi la necesidad de buscar inductores de virulencia
que ademds permitan conocer mejor el mecanismo de accion de los hongos
entomopatdgenos.

Con el fin de mejorar la actividad biocontraladora del hongo entomopatogeno se proce-
dié a buscar nuevas opciones bioldgicas y tecnolégicas para aumentar [a actividad
biocontroladora de M. anisopliae sobre |a langosta lfanera. Para ésto, se evalud la efi-
ciencia de M. anisoplize cultivado en presencia de potenciales inductores de virulencia
como: Quitina coloidal, micelio muerto del hongo Rhizoctonia solani, micelio muerto del
hongo Aspergillus niger. salvado de trigo comercial y un homogeneizado de alas y patas
de la langosta llanera  R. schistocercoides (Villamizar 1998).

El ensayo se realizd en un cuarto de incubacién ubicado en el laboratorio de control
biologice de Corpoica en su sede C.1. Tibaitatd (temperatura 30°C; humedad relativa
60%). Las cepas de M. anisopliae ulilizadas en el estudio fueron la Mt 004, que mostré
la mayor actividad biocontroladora frente a la plaga (Espinel 1997}, y la cepa Mt 006,
qQue presentd un control deficiente de la langosta llanera (Zamora 1996) (Figura 25).

"Laura Fernanda Villamizar Q.F M. Sc.; Alba Marina Cotes Ph.D ; Daniel Uribe M Sc
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Una vez multiplicados los conidios de M. anisopliac en los dos tipos de medio de cultivo,
se realizd la separacion v el secado de éstos con el fin de evaluar su actividad
biacontroladora sobre R. schistocercoides. Este bioensayo se llevd a cabo mediante la
aplicacion topica de una suspension de los conidios a langostas recluidas en jaulas de
madera, en donde se registrd diariamente la mortalidad de los insectos y fueron llevados
a camaras hamedas con el propésito de evidenciar 1a esporulacion tipica del
entomopatdgeno.

Los conidios de M. anisopliae provenientes de los medios que contenian los diferentes
potenciales inductores de virulencia también fueron utilizados para evaluar la aclividad
enzimatica del hongo,

Los porcentajes de mortalidad acumulada obtenida en los insectos estuvieron relaciona-
dos con el tipo de inductor adicionado al medio de cultivo. Los conidios cultivados en
presencia de homogeneizado de alas y patas de las langostas y salvado de trigo produje-
ron sobre langostas adultas los mayores porcentajes de mortalidad y los menores tiem-
pos letales bajo condiciones de faboratorio, indicando que estos sustratos tienen un
efecto inductor de la virulencia del hongo.

El aumento de la actividad biocontroladora encontrada cuando el hongo se cultivé en
presencia de alas y patas de langosta se relacioné con el aumento en la virulencia repor-
tada, en otros trabajos, con Beauveria bassiana por Bidocha ef af (1992), al cultivar el
hongo en presencia de componentes cuticulares de su hospedero Melanoplus sanguinipes.
De otra parte, se ha demostrado que los pases continuos de un hongo por medios de
cultivo o por insectos no hospederos, producen una disminucion o pérdida total de la
virulencia contra el insecto hospedero (Schaerffenberg 1964).

La pérdida de virulencia en el hongo ha sido relacionada por algunos investigadores con
la disminucién de la actividad enzimdtica de los conidios, ya que las enzimas son expre-
sadas en menor cantidad a medida que el microorganismo es cullivado en ausencia de
sustratos para éstas, que gencraimente estan presentes en el insecto hospedero.

Si se tiene en cuenta que las alas y las palas de la langosta estdn compuestas principal-
mente por quitina, ceras y proteinas, se podria sugerir que este sustrato estimula la
produccién de enzimas por parte de los conidios, las cuales son capaces de degradar
dichos compuestos. También se sugiere que estos conidios cuya actividad enzimatica ha
sido inducida, tendrian mds actividad patogénica contra las langostas.
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Figura 25 Metodologia utilizada en los ensayos para evaluar ¢l efecto de la composicion
del medio de cultivo en la virulencia de M. anisgpliae sobre |a langosta llanera.

De otra parte, el salvado de trigo se ha reportado como un inductor de enzimas tales
como glucanasas v quitinasas (Thonart ¢f 2/ 1991). Teniendo en cuenta que la produc-
cion de estas enzimas puede ser concomitante con la produccion de otras que se en-
cuentran en la membrana celular, se podria pensar que en presencia de salvado, ademds
de las mencionadas enzimas, se podrian haber producido otras que tienen actividad
contra ¢l insecto.

Al comparar la actividad biocontroladora de los conidios multiplicados en medios liqui-
dos y medios sélidos, se cbservo que cuando el sustrato de crecimiento del hongo fue
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arroz, la mortalidad observada en las langostas fue inferior a la obtenida cuando éste fue
cultivado en medios liquidos. Los conidios fueron més virulentos cuando el microorga-
nismo fue cultivado en medio liquido. Esto podria ser debido a la distribucion homogé-
nea del sustrato inductor en el medio liquido, lo que permitiria un mejor aprovechamien-
to del mismo por parte del hongo entomopatogeno; en el medio sélido el potencial
inductor no queda bien distribuido, si se tiene en cuenta que la cantidad usada fue baja
(0.40%), lo cual permitiria que sélo algunos conidios puedan utilizarlo.

En los cultivos liquidos, los suplementos ejercen un efecto inductor en la virulencia de
los conidios debido a que los constituyentes de estos sirven de sustrato a diferentes
enzimas encargadas de la actividad biocontroladora. De tal forma que al encontrarse
presentes en el medio, inducen la produccion de dichas enzimas. Lo contrario sucede
cuando el medio de cultivo estd constituido dnicamente por arroz, sustraio cuya com-
posicion basica es almidén, se estimula la produccién de enzimas capaces de degradar-
lo, lo que a su vez podria reprimir la sintesis de las enzimas determinantes en la actividad
entomopatogénica, obteniéndose asi bajos porcentajes de mortalidad y tiempos letales
superiores a los alcanzados con los cultivos liquidos suplementados.

La actividad enzimatica de las tres principales enzimas involucradas en el mecanismo de
infeccién del hongo fue evaluada en los conidios provenientes de cultivo en medios
liquidos y solidos, en presencia y ausencia de los polenciales inductores de virulencia.

La aclividad esterasa para la cepa Mt 004 crecida en medio liquido suplementado con
salvado de trigo fue de 860.47 micromoles de p-nitrofenal (PNP)/mg de conidios, mien-
tras que en presencia de alas v patas de langosta lue de 521,13 micromoles de PNP/mg
de conidios y en presencia de quitina coloidal fue de 616.25 micromoles de PNP/mg de
conidios. Los tres tratamientos presentaron diferencias significativas entre s, indicando
que cada suplemento tiene diferente efecto Inductor de la enzima, siendo el salvado de
trige el inductor mis potente de la actividad esterasa (Figura 26). De otra parte, la
actividad esterasa de la cepa Mt 006 lue de 876.82 y de 894.97 micramoles de PNPY
mg de conidios cuando los cultivos liguidos fueron suplementados con alas y patas de
langosta y en salvado de trigo, no se detectaron diferencias significativas entre los dos
tratamientos.

En los extractos de los conidios de la cepa Mt 004 provenientes del cultivo liquido, se
detectaron actividades enzimaticas de [34.29 micromoles de PNP/mg de conidios,
[59.63 micromoles de PNP/mg de conidios y 1 [7.36 micromoles de PNP/mg de conidios,
cuando el medio de cultivo se suplementd con alas y patas de langostas, con salvado de
trigo y con quitina coloidal, respectivamente. La mayor aclividad N-acetilglucosaminidasa
fue detectada para los extractos de conidios de Ia cepa MtOO4 provenientes del cultivo
liquido en presencia de salvado de trigo. siendo diferentes del resto, en forma significa-
tiva (Fgura 27).
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Figura 26. Efecto de los potenciales inductores de virulencia sobre la actividad esterasa
en los extractos de conidios de M. anisopliae.

La mayor actividad de la quimoeslatasa proteasa PRI en extractos de conidios, fue obte-
nida cuando la cepa Mt004 fue cultivada en medio liquido suplementado con alas y
patas de langosta, siendo este resultado, en forma significativa, diferente a todos los
demds. Esta actividad correspondi6 a 0.16 micromoles de p-nitroanilina (PNA)/mg de
conidios, y fue seguida por la obtenida cuando el hongo se cultivd en presencia de
salvado, siendo ésta de 0.13 micromoles de PNA/mg de conidios (Figura 28).
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Para todos los casos se observd que la mayor actividad enzimatica se presentd cuando
los cultivos fueron hechos en medio liquido en contraste con fos cultivos hechos en
medio sélido. lgualmenie, se presentd mayor actividad enzimdtica en los cultivos del
hongo crecido en medios suplementados con homogeneizacion de alas y patas de lan-
gosta y salvado de trigo.

En general se pudo concluir que se detectd una relacion entre la composicion del medio
de cultivo y la virulencia del indeulo producido, ademas se concluyd que cuando los
potenciales inductores de virulencia se cultivaron en medio liquido causaron un aumento
en la actividad biocontroladora de M. anisop#iae. También, se escogieron el homogeneizado
de alas y patas de langosta y e salvado de trigo como los mejores inductores de virulen-
cia

Queda abierta la posibilidad de realizar un proceso de optimizacién y escalamiento
industrial de M. anisoplize en medios de cullivos liquidos, asi como evaluar en campo la
actividad biocontroladora de los conidios multiplicados en presencia de los mejores
inductores de virulencia en estos medios.
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PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta las experiencias existosas que en el Africa, Brasil y Colombia se
han presentado en relacion con el control bidlogico de las langostas, mediante la
utilizacion del hongo Metarhizium spp.. se puede asumir que esta estrategia se debe-
ria implementar con un mayor cubrimiento, con ¢l propdsito de sustituir los
agroauimicos.

Sin embargo, si se considera la complejidad de la plaga y de los ecosistemas que
habita, se puede asumir que una sola estrategia de control no seria sostenible en el
tiempo, por lo cual se hace necesario desarrollar otros componentes que puedan
actuar de manera compatible con la utilizacion de bioplaguicidas, dentro de un pro-
grama de manejo integrado.

Entre estos componentes, se deberdn enfocar esfuerzos hacia [a basqueda de sustan-
cias hormonales capaces de prevenir la gregarizacion del insecto, asi como la basque-
da de sustancias repelentes que no les permita a los insectos aproximarse a las zonas
tratadas. También se deberan desarroliar trampas de captura que contengan factores
atrayentes especificos para esta langosta.

Otra estrategia podria consistir en el desarrollo de otros bioplaguicidas que se puedan
utilizar en forma combinada con el desarrollado en el presente estudio, o en forma
secuencial con respecto a éste: tal es el caso del protozoario Noserna locustae, de
virus, de bacterias y hongaos.

Es necesario tener en cuenta, que tanto el bioplaguicida desarroflado a base de
Meltarhizium sp., como los nuevos productos propuestos en este capitulo para el
control de la langosta llanera, tendrdn que ser producidos a escala industrial y deberdn
tener precios competitivos. Por lo tanto, se requiere de un esfuerzo estatal o pri\'ado
Que permita poner en manos de los usuarios ios productos desarroliados.

Basados en los datos de biologia y comportamiento de la plaga, obtenidos tanto en
Brasil como en Colombia, asi como en datos metereologicos que se deberian tomar a
través del tiempo. se podria obtener un modelo matematico de prediccidn de la ocu-
rrencta del insecto, con el propésito de prevenir su aumento poblacional e invasion
hacia las fronteras agricolas y pecuarias.




Ademss, es necesario continuar con el seguimiento de la plaga mediante monitoreos
permanentes en la region, con el propdsito de determinar los momentos de su siguiente
invasion con el fin de realizar un control oportuno.

De otra parte, la realizacién de campafias informativas de manera masiva, sobre fa bio-
logia, el comportamiento y las estrategias de control de la plaga, asi como del riesgo que
st control inadecuado o ausente tiene sobre la produccion econdmica, permitiria que
ganaderos y agricultores dispongan de todas las herramientas que los motive a tomar Ia
decision de manejar la plaga.

A su vez, en el futuro inmediato se requiere de una amplia difusion a investigadores,
docentes ¥ pUblico en general, de los conocimientos adquiridos sobre la plaga en los
diferentes paises, para lo cual, la creacion de una pagina en internet constituiria una
herramienta econémica y agil para la transmision de los resultados obtenidos.

Para realizar un intercambio de experiencias entre las personas que trabajan con langos-
tas, se recomienda conformar una red, en la regién, que involucre la participacion acliva
de los grupos de Colombia, Brasil, Costa Rica, Venezuela y Perd, entre otros, para Que
disefien estrategias conjuntas de manejo y definan las prioridades de investigacion y
transferencia de tecnologia.

Adicional a la constitucién de esta red, se requiere de un esfuerzo de los estados
involucrados, para que se maneje de manera decidida y coordinada esta problematica.
Dicho esfuerzo implicaria el trabajo coordinado entre los paises afectados y la asigna-
cion de recursos econdmicos para el monitoreo de la plaga, su control biologico y para
el desarrollo de nuevas alternativas que respondan a las necesidades de investigacion
priorizadas.

De otra parte, seria necesario establecer estimulos fiscales para quienes promuevan o
realicen un control sostenible de la plaga. En las escuelas, colegios y universidades ubi-
cadas en zonas de inflluencia del insecto, se deberfa incorporar, de manera permanente,
en el curriculum académico, una capacitacion sobre su reconocimiento y control; aun-
que en un momento dade no represente problema, no quiere decir Que en otra época,
si lo sea, de acuerdo con su incremento poblacional.
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CONVENCIONES

FRANJAS DE BOSQUES DE GALERIAS NO MAYOR DE 700 MT DE ANCHO

XXX

RIO MUCO

CARNO CARIMAGUA

AREA DE BAJO. INUNDACION CONSTANTE EN INVIERNO
CARRETEABLES SOBRE LA SABANA

AREAS EN BLANCO CONSTIRUYEN SABANAS NATIVAS LIGNIFICADAS
AREAS DE QUEMA DE SABANA NATIVA

BOSQUE DE BAJO DOCEL. PREDOMINA LA ESPECIE
PALICUREA RIGIDA O CHAPARRO BOBD

AREAS DE PASTOS INTRODUCIDOS BRACHIARA DYCTIONEURA
AREAS DE PASTOS INTRODUCIDGS BRACHIARA HUMADICOLA

AREA DE PASTOS INTRODUCIDOS BRACHIARA DECUMBENS
AREA DE MORICHAL

AREAS DE OVIPOSICION DE R. SCHISTOCERCOIDES

RECORRIDO NINFAL DE R. SCHISTOCERCOIDES EN EL. AREA DE ESTUDIO

/\( ORIENTACION DEL DESPLAZAMIENTO

INICIO DEL RECORRIDO NINFAL

X
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ANEXOD €. FICHA TECNICA DEL BIOPLAGUICIDA,

FORMA DE PRESENTACION: Polvo para suspender en emulsion aceite en agua y cons-
ta de:

-Frasco 1: Constituido por un polvo fino
-Frasco 2 Constituido por una mezcla de aceites vegetales con tensioactivos.

COMPOSICION:

POLVD : SUSPENSION :
]

Componente Cantldad Companente Cantidad®

CONCENTRACION:

Polvo: 5%10'° u.f.c/g de polvo
Suspension: 1*10? u.f.c/ml de suspension

DOSIS:

Polvo: |00g por hectarea
Suspension: § litros por hectarea




CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS

SUSPENSION

-
-

i

1‘11"‘"':‘
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RECONSTITUCION

- Mezclar el contenido del frasco | con el frasco 2 hasta completa homogeneidad,

- Suspender la mezcla en un volumen necesario de agua de tal forma que el volumen
final de la suspensién sea 5000 ml.

- Agitar vigorosamente.

FORMA DE APLICACION

Aplicacién en bombas de ultra bajo volumen LILV y en bombas de espalda. Estudio
tecnoldgico para la produccién masiva y preformulacion de Metarhizium spp. para el
control biolégico de la langosta de los Llanos Orientales de Colombia

ALMACENAMIENTO

Almacenar a 8°C en cuarto frio, en contenedores cerrados y oscuros por un periodo de
tiempo no mayor de 24 meses.
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